





Fortgesetzte Versuche iiber die Wirkung von Follikelhormon- 
kristallisaten auf das Wachstum einiger Kulturpflanzen. 
Von 
K. Scharrer und W. Sehropp. 

(Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Universitat GieBen und dem 
Agrikulturchemischen Institut Weihenstephan der Technischen Hochschule 
Miinchen.) 


(Einge gangen am 20, Dezember 1936.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


A. Einleitung, 
Im Jahre 1934 haben wir mit zwei verschiedenen Verbindungs- 
formen (phenolisch und Natriumsalz) eines Follikelhormonkristallisats, 
das zwar nicht vollstandig von den natiirlichen Begleitern des Follikel- 


hormons (Equilin und Hippulin), wohl aber vom Phytohormon Auxin 


befreit worden war, GefaBvegetationsversuche mit Weizen, Roggen, 
Gerste, Hafer, Riibsen, Ackerbohnen, Sojabohnen und Zuckerriiben auf 
verschiedenen Gemischen natiirlicher Béden mit steigenden Gaben 
durchgefiihrt!. Bei simtlichen der durchyefiihiten Versuche fiel auf, 
daB die waihrend der Entwicklung beobachtete, teilweise sehr starke 
Foérderung des Jugendwachstums mit der Auswirkung der Ertrage nicht 
Hand in Hand ging. 

Ohne auf Einzelheiten der in der Zwischenzeit erschienenen Literatur 
(die friihere ist in der erwahnten Arbeit angefiihit) eingehen zu wollen, 
sei nur darauf verwiesen, da} eine ausfiihrliche Arbeit vor kurzem von 
K. Nehring und H. Mébius® iiber die Wirkung von Stoffen éstrogener 
Natur auf das Pflanzenwachstum erschienen ist. die sich mit Unter- 
suchungen dariiber beschaftigte, ob den im Stallmist und in der Jauche 
vorhandenen Stoffen 6strogener Natur ein besonderer Effekt auf das 
Pflanzenwachstum zukommt und ob sich hierauf zu einem gewissen 
Teil die giinstigen Wirkungen einer Stallmist- und Jauchegabe zuriick- 
fiihren lassen. Sie fanden, daB der Gehalt an Jauche im Durchschnitt 
1000 bis 1500 ME. je Liter betrug: in der Jauche tragender Stuten 
wurden 100000 bis 200000 ME. gefunden. Stallmistproben zeigten im 
Durchschritt einen Gehalt von 500 ME. je kg. Die genannten Autoren 
kamen auf Grund ihrer teils positiven, teils negativen Ergebnisse zu 
der Auffassung, daB es sich bei den positiven Resultaten nicht um eine 


' K. Scharrer u. W. Schropp, diese Zeitschr. 281, 314, 1935; vgl. auch 
K. Scharrer u. W. Schropp, Zeitschr. f. Pflanzenern. usw. (B) 18, 1, 1934. 
2K. Nehring u. H. Mébius, Zeitschr. f. Pflanzenern. usw. (A) 44, 95, 1936, 
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besondere Wirkung des Follikelhormons auf die Entwicklung der Bliiten- 
organe, sondern um eine allgemeine Reizwirkung handelt, durch die die 
yanze vegetative Entwicklung und infolgedessen auch die Bliiten- 
entfaltung begiinstigt werden kann. Sie lehnen es ab, daB diesen Stoffen 
éstrogener Natur eine besondere Bedeutung fiir die Wirkung einer 
Stallmist- oder Jauchegabe zukommt, da die in Betracht kommenden 
Mengen hierzu zu gering sind. 

In Fortsetzung und Erganzung unserer friiheren Arbeiten tiber die 
Wirkung des Follikelhormons haben wir im Jahre 1935 die nachstehenden 
Untersuchungen mit einem Gesamtkristallisat des Follikelhormons an 
verschiedenen Kulturpflanzen angestellt. Dieses Praparat wurde uns 
wiederum in liebenswiidiger Weise von der Firma Schering-Kahlbawm 
A.-G., Berlin, iiberlassen, wofiir wir dieser Firma, und insbesondere 
Herrn Prof. Schoeller, auch an dieser Stelle unseren verbindlichsten 
Dank aussprechen méchten. 


B. Versuche mit steigenden Follikelhormongaben bei verschiedenen land- 
wirtschaftlichen Kulturpflanzen. 


I, Versuchsdurch fiihrung. 

In den Versuchen hatten wir uns zur Aufgabe gestellt, die Wirkung 
steigender Follikelhormongaben auf das Wachstum, den Ertrag und 
sonstige Werteigenschaften verschiedener landwirtschaftlicher Kultur- 
pflanzen zu priifen. Entsprechend der Fragestellung wurde folgender 
Versuchsplan fiir zweckmabig erachtet: 

1. Volldiingung (V.), 2. V.4+ 500 ME., 3. V. + 1000 ME., 
4. V. + 1500 ME. 


Die Anbaudaten samtlicher Versuche, die als GefaBvegetationsversuche 
angestellt wurden, sind aus Tabelle I zu entnmehmen. Die verwendeten 
Bodenarten waren Miocinsand, Niederterrassenschotter und Decklehm, 
sowie ein Gemisch aus 2’, Lehm und !/, Miocansand. Beziiglich der Ergeb- 
nisse der physikalischen und chemischen Untersuchungen dieser Béden wird 
auf die Angaben in unserer letzten Arbeit in dieser Zeitschrift! verwiesen. 
Hierzu sei noch bemerkt, daB die zu den vorliegenden Versuchen benutzten 
Boden bei der Reaktionsbestimmung folgende Werte ergaben: Miocansand 
py = 5,75. Niederterrassenschotterboden py = 7,74 und Decklehm py = 6,87. 
Die Diingemittel wurden vor dem Einfiillen der GefaBe mit dem Boden 
innig vermischt, das Hormon in Form von Gesamtkristallisat des Follikel- 
hormons jeweils nach AbschluB des Keimlingstadiums durch die GieBréhren 
von unten in die GefiBe eingefiihrt. Bei den Versuchen mit Rotklee und 
Luzerne lief die erste Saat sehr ungleichmaBig auf und litt unter der kalten 
Witterung, so daB der Anbau wiederholt werden muBte. Aus diesem Grunde 
erklart sich die Tatsache, da das Follikelhormon bei diesen Versuchen 
friiher gegeben wurde. An Stelle des Versuchs mit Mais war urspriinglich ein 
Versuch mit Mohn beabsichtigt. Die Keimpflanzen dieser Frucht ent- 


! Diese Zeitschr. 281, 316, 1935. 
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wickelten sich jedoch so schlecht, daB sie herausgenommen wurden und 
infolge der vorgeschrittenen Zeit Mais angebaut werden mubte. Die zu 
Mohn schon verabreichte Follikelhormongabe wurde nach dem Anbau des 


Maises nicht mehr wiederholt. 


II, Die einzelnen Versuche. 
1. Versuch mit gelber, deutscher SiBlupine. 


Wachstumsbeobachtungen. 24. Mai. Gute Entwickling der Versuchs- 
pflanzen, deutliche Hormonwirkung, beginnend mit 500 ME. und zunehmend 
bis zum besten Stand bei 1500 ME. Bei 1500 ME. ist besonders das freudige 
Hohenwachstum und die wesentlich bessere Entwicklung der Finger- 


blattchen hervorzuheben. 





Abb. 1. Versuch mit gelber Siiflupine. Bild yom 28. Juni 1935. 


27, Juni. Mit steigenden Follikelhormongaben zunehmende  Ent- 
Bei 1500 ME. starkere Bliite, gesunde und 


wicklung des Pflanzenbestandes. 
1000 ME., 500 ME. und Volldiingung 


bessere Entwicklung der Ptlanzen. 
zeigen entsprechende Abstufungen (Abb. 1). | 

Wie die Ermteergebnisse in Tabelle I] ersehen lassen, war im Gegen- 
satz zum Wachstumsverlauf die Wirkung der Follikelhormongaben auf 
das Erntegewicht an Kérmern durchweg negativ. Wahrend die Ertrags- 
depression durch 500 ME. kaum nennenswert ist, wurden die Ernte- 
gewichte an Kérnern durch 1500 und besonders durch 1000 ME. deutlich 
erniedrigt. Parallel dazu geht die E:miedrigung des 1000-Korngewichts, 
wihrend der Fettgehalt geringe Schwankungen ohne deutliche Tendenz 
aufweist. Der E1rtrag an Stroh wurde durch 500 ME. in geringem Aus- 
maBe erhéht, durch 1500 und besonders durch 1000 ME. erniedrigt. 


2. Versuch mit Sojabohne, deutsche Olbohne. 


Wachstumsbeobachtungen. 19, Juli. Ausgezeichneter Stand des Ver- 
die von 500 bis 1500 ME. stetig 
Hohen- 


suchs, deutliche Follikelhormonwirkung, 
zunimmt. Die Follikelhormonwirkung driickt sich in besserem 
wachstum und geschlossenerem Stand der Pflanzen aus (Abb. 2). 














rnteergebnisse eines Follikelhormonversuchs mit deutscher SiBlupine 
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14, August. Sehr tippiger Stand des Versuchs, Volldiingung ist etwas 
zuriick und heller gefarbt. Mit steigenden Follikelhormongaben | bessere 
Entwicklung der Pflanzen sowohl nach Héhenwachstum als Blattentwick- 
lung und Hilsenansatz (Abb. 3). 

Die Ernteergebnisse in Tabelle II] lassen erkennen, daB bei diesem 

- * é ‘ . ‘ . 
Versuch Ubereinstimmung des Wachstumsverlaufs mit den Ernte- 


ergebnissen besteht. Die Zugabe von Follikelhormon hat bei dieser 





Abb. 2. Versuch mit Sojabohne. Bild vom 28. Juni 1935. 











Abb. 3. Versuch mit Sojabohne. Bild vom 31. Juli 1935. 


Frucht auf den Kornertrag durchweg positiv gewirkt. Der beste Erfolg 
wurde mit 1000 ME. erzielt, dann folgen 500 ME., waihrend 1500 ME. 
in der gimstigen Auswirkung etwas zuriickbleiben. Der Fettgehalt der 
Kérner wurde durch die Gabe von 500 und 1500 ME. etwas erhdéht, 
nicht dagegen durch 1000 ME. Der Ertrag an Stroh erfuhr eine wesent- 
lich giinstigere Beeinflussung als der Kornertrag, die beste Wirkung 
wurde wiederum mit 1000 ME. erzielt, nach diesem folgen 1500 ME. 
und zuletzt 500 ME. Bemerkenswert ist bei diesem Versuch weiterhin, 
daB der Zeitpunkt des Eintretens der Bliite bei den Gruppen mit Follikel- 
hormonzugabe meist 1 bis 2 Tage spéiter liegt als der Eintritt der Bliite 
bei Volldiingung. 
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3. Versuch mit Rotklee. 

Wachstumsbeobachtungen. 19. Juli. Beginnende — Follikelhormon- 
wirkung, die sich in einem dichteren und geschlossenerem Bestand sowie 
besserem Héhenwachstum éuBert. Die Unterschiede nehmen mit steigenden 
Follikelhormongaben in gleicher Weise zu (Abb. 4). 

Die Ernteergebnisse dieses Versuchs, die in Tabelle [V zusammen- 
gestellt sind, bestatigen zunachst die wahrend des Wachstums beob- 
achtete gimstige Wirkung einer Follikelhormonzugabe. Bei der Ernte 
des 1. Schnittes wurde festgestellt, daB der Ertrag an Trockenmasse 
mit der Erhéhung der Follikelhormonzugabe deutlich zunimmt und bei 
1500 ME. den héchsten Wert erreicht. Bei der Ernte des 2. Schnittes 





Abb. 4. Versuch mit Rotklee. Bild vom 31. Juli 1935. 


muBte festgestellt werden, daB die giinstige Wirkuag der Gabe von 
500 ME. und 1000 ME. bei der J. Ernte nicht mehr nachgehalten hat. 
Bei 1500 ME. wurde jedoch noch eine deutliche Ertragssteigerung 
gegentiber der Kontrolle festgestellt. Beim 3. Schnitt waren die Ertrage 
bei 500 und 1000 ME. in ahnlichem AusmaBe niedriger als die Kontrolle 
wie beim 2. Schnitt, wihrend merkwiirdigerweise der Ertrag bei 500 ME. 
nunmehr gewaltig abnimmt. Méglicherweise reichte der Nahrstoff- 
vorrat nicht aus, um die Hormonwirkung bis zuletzt bestehen zu lassen. 


4. Versuch mit Luzerne. 

Wachstumsbeobachtungen. 19.Juli. Auch hier deutliche Follikel- 
hormonwirkung, die sich in etwas besserem Héhenwachstum und dichterem 
Bestand aufert. Der Stand bei 1000 ME. erscheint besser als bei 1500 ME. 
(Abb. 5). 

14, August. Die Luzerne ist gut nachgewachsen, eine Nachwirkung der 
ersten Follikelhormonzugabe scheint vorzuliegen. Besonders deutlich ist 
sie bei 500 und 1000 ME., wahrend 1500 ME. etwas zuriickbleiben. 

Die Wachstumsbeobachtungen wahrend des Versuchsverlaufs 
wurden auch hier durch die Ernteergebnisse bLestatigt, wie Tabelle V 
erkennen JaB8t. Beim 1. Schnitt wurden die Trockensubstanzertrage 
durch 500 und 1000 ME. fast nicht beeinfluB8t, wahrend bei 1500 ME. 
eine Ertragssteigerung festzustellen ist. Beim 2. Schnitt zeigt sich em 
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ahnliches Bild, die Gabe von 500 und 1000 ME. wirkte besser als beim 
1. Schnitt. Wahrend der Mehrertrag bei 1500 ME. an sich zwar beacht- 
lich ist, wurde aber bei weitem nicht mehr das Ausma6 des 1. Schnittes 
erreicht. Bei der Ernte des 3. Schnittes bestehen zwischen den drei 


Follikelhormongaben praktisch keine Unterschiede mehr. 





Abb. 5. Versuch mit Luzerne. Bild vom 31. Juli 1935. 


5 Versuch mit Lein. 

Wachstumsbeobachtungen. 24. Mai. Noch keine Unterschiede. 

27. Juni. Bessere Entwicklung mit steigenden Follikelhormongaben, 
besseres Héhenwachstum bei 1500 ME., 1000 ME. nur um weniges im 
Hoéhenwachstum zuriick. Beste Bliitenentwicklung bei 1000 ME. Schlechte 
Bliitenentwicklung bei Volldiingung, etwas bessere bei 500 ME. Volldiingung 
halt ebenfalls das Wachstum stark zuriick. Auch zeigen die Lanzettblattchen 
hellere Farbung und keine so gute Entwicklung (Abb. 6). 





Abb. 6. Versuch mit Lein. Bild vom 28. Juni 1935. 


19. Juli. Ohne wesentliche Anderung gegeniiber der letzten Beob- 
achtung. Die Follikelhormongaben yon 1000 und 1500 ME. scheinen in der 
Reife etwas voraus zu sein. 
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Die Ertragsleistungen, die in Tabelle VI aufgezeichnet sind, er- 
geben zunichst hinsichtlich des Kornertrages, daf eine ungiinstige 
Wirkung auf das Wachstum bei den Kérnern feststellbar ist. Die Korn- 
ertrige nehmen mit steizenden Hormongaben ab. Das 1000-Korn- 
gewicht ist bei den Gruppen mit Follikelhormonzugabe in schwachem 
AusmaBbe etwas niedriger als bei Volldiingung. Der prozentische Fett- 
gehalt der Kérner schwankt bei diesem Versuch und zeigt keinen 
deutlichen Zusammenhang mit der Héhe der Follikelhormongaben. 
Der Ertrag an Stroh wurde durch die Gabe von 1000 ME. etwas er- 
niedrigt, wihrend 500 und 1500 ME. eine schwache Erhéhung hervor- 
riefen. 

6. Versuch mit Mais. 


Wie schon erwahnt, war auf diesem Boden urspriinglich ein Versuch 
mit Mohn beabsichtigt, der infolge schlechter Entwicklung der Keim- 
pflanzen abgebrochen werden mute. An Stelle des Mohns wurde 


Mais gesat. 


Abb. 7. Versuch mit Mais. Bild vom 31. Juli 1935. 


Wachstumsbeobachtungen. 19. Juli. Ausgezeichneter Stand des ganzen 
Versuchs, deutliche Follikelhormonwirkung, die von 500 bis 1500 ME. 
stetig zunimmt. Die Follikelhormonwirkung driickt sich in einem besseren 
Hohenwachstum und dichterem und geschlossenerem Pflanzenbestand aus. 
Die Follikelhormonwirkung déuBert sich auch noch weiterhin in einer dunk- 
leren Farbung der Blatter. 

14. August. Follikelhormonwirkung weiterhin sehr deutlich, Pflanzen 
in Volldiingung etwas schwicher und im Héhenwachstum zuriick. Beste 
Follikelhormonwirkung bei 500 und 1000 ME., etwas schwacher bei 1500ME. 
(Abb. 7). 


Die Ernteergebnisse dieses Versuchs in Tabelle VII zeigen, daB der 
gimstige Verlauf des Wachstums teilweise auch mit héheren Ertragen 
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Tabelle VII. Ernteergebnisse eines Follikelhormonversuchs mit 
Mais, Pettender Goldflut, auf Lehm, 1935. 





gegen Siete Verhiltnis- Reaktion 
Voll- vost en- zahlen bei 
nasse ’ y 
diingung Volldiingung Versuchs- 


£ g %o 100 ende 


Diingungsart Trockenmasse 


Volldiingung . . . 127,92 + 1,80 16,64 109,00 
+ 500 ME... = 117,78+ 1,38 - 10,14 14,85 92,07 


+1000 , ..  129,382+1,80} + 1,40 15,58 101,09 
+1500 ., .. 143,23 + 1,83 + 15.31 16.90 111,97 


4 
43 
40 
45 


“III 


Hand in Hand geht. Wahrend der Ertrag durch die Zugabe von 500 ME. 
in schwachem Ausmafe erniedrigt wurde, erreichte die geerntete 
Trockenmasse bei 1000 ME. den gleichen Wert wie bei Volldiingung. 
Durch die Zugabe von 1500 ME. ist eine deutliche Steigerung des Er- 
trages festzustellen. 


III. Chemische Untersuchungen der Ernteprodukte. 

Bei den Versuchen mit Kérnerfriichten wurde der Stickstoffgehalt 
der Kérner untersucht und hieraus der prozentische und der absolute 
Rohproteingehalt berechnet. Bei den Futterpflanzen wurden diese 
Bestimmungen jeweils an der Gesamtmasse vorgenommen. 


1. Versuch mit Lupine. 

Wie aus Tabelle VIII hervorgeht, war der prozentische Stickstoff- 
gehalt bei den einzelnen Diingungsaiten verhaltnismaBig wenig ver- 
schieden. Der berechnete Gehalt an Rohprotein zeigt demzufolge auch 
verhaltnismaBig geringe Unterschiede. Die absolute Rohproteinmenge 
nimmt entsprechend der Abnahme des Korngewichtes ebenfalls ab. 


2. Versuch mit Sojabohne. 

Ausgenommen die Gabe von 1500 ME. nimmt hier der N-Gehalt 
durch die Follikelhotmonzugabe im Vergleich zu Volldiingung in ge- 
ringem AusmaBe zu (Tabelle VIII). Das gleiche ist demzufolge 
beim Prozentgehalt an Rohprotein der Fall. Die absoluten Rohprotein- 
mengen sind entsprechend den héheren Kérnergewichten durchweg 
hoher als bei Volldiingung. Die giinstigste Wirkung ist bei 1000 ME. 
festzustellen, dann folgen 500 ME., in gréBerem Abstande folgt die 
Gruppe mit 1500 ME. 

3. Versuch mit Lein. 

Die Prozentgehalte an Stickstoff und Rohprotein zeigen verhaltnis- 
maBig sehr geringe Schwankungen. Die absolute Rohproteinmenge ist 
entsprechend den etwas niedrigeren Kérnergewichten geringer. Die 


geringste Rohproteinmenge wurde bei 1000 ME. erzielt. 
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Tabelle VIII. Ergebnisse der chemischen Untersuchungen der 


Ernteprodukte bei den Versuchen mit steigenden Follikel- 
hormongaben. 





t Foren Verhialtnis- 
sanyo N Rohprotein | Rohproteir Voll- zablen 
Diingungsart protein diingung ‘diiieee 

05 0/, g g 100 
Analysen der Korner der Lupine. 

Volldingung . . . 7,07 44,19 9,22 — 100,00 
+ 500 ME... 6,97 43,56 8,27 — 0,95 89,70 
1000) 4 ks 6,87 42.94 5,66 — 3,56 61,39 
| 6,93 43,31 6,64 — 2.58 72,02 

Analysen der Korner der Sojabohne. 

Volidiingung . . . 4,85 30,31 5,99 - 109,00 
+ 500 ME... 5,03 31,44 7,27 + 1,28 121,37 
+1000 , .. 5,16 32,25 7,74 + 1,75 129.22 
+1500 , .. 4,79 29,94 6,53 + 0,54 109,02 

Analysen der Korner vom Lein. 

Volldiingung . . . 4,87 30,44 4,90 - 100,00 
+ 590 ME... 4,90 30,63 4,78 0,12 97,55 
= TO00" g ¢ 4,86 30,38 4,49 0,41 91,63 

1000) 9 as 4.87 30,44 4,57 - 0,33 93,27 
Analysen des Maises. 

Volldiingung . . . || 1,08 6,75 8,63 _- 100,00 
+ 500 ME... 1,07 6,69 7,88 — 0,75 91,31 
+10 . .. 1,08 6,75 8,73 + 0,10 101,16 
+1500 , .. 0,88 5.50 7.88 ~ 0,75 91,31 


4. Versuch mit Mais. 
Die prozentischen N- und Rohproteingehalte sind bei Vollidiingung, 
500 und 1000 ME. fast gleich, bei 1500 ME. ist eine Erniedrigung fest- 
zustellen. Die absoluten Rohproteinmengen liegen bei 1000 ME. etwas 
iiber denen bei Volldiingung, bei 500 und ,1500 ME. ist bei gleichen 
Werten untereinander ein Riickgang festzustellen. 


5. Versuch mit Rotklee. 

Im 1. Schnitt (Tabelle IX) schwanken die prozentischen Stickstoff- 
und Rohproteingehalte innerhalb der einzelnen Gruppen stark. Der 
niedrigste Gehalt ist bei 1000 ME. festzustellen, wahrend bei den 
iibrigen Follikelhormongruppen die Unterschiede gegeniiber Voll- 
diingung sehr gering sind. Durch die héheren Trockensubstanzertriage 
ist der absolute Rohproteingehalt bei 500 und ganz besonders_ bei 
1500 ME. gréBer als bei Volldiingung. Die Gabe von 1000 ME. bleibt 
dagegen zuriick. Im 2. Schnitt sind die prozentischen N- und Roh- 
proteingehalte bei simtlichen Follikelhormongaben héher als bei Voll- 
diingung. Die Unterschiede in den Trockensubstanzertragen bedingen, 
daB die absolute Rohproteinmenge bei 500 und 1000 ME. niedriger als 
bei Volldiingung ist, bei 1500 ME. jedoch diese Diingungsart deutlich 
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iibertrifft. Im 3. Schnitt ist der Prozentgehalt an N und Rohprotein 
bei 500 und 1000 ME. deutlich niedriger als bei Volldiingung, 1500 ME. 
zeigen die gleichen Werte. Das Nachlassen der Ertrage hat bei samtlichen 
drei Follikelhormongruppen ein deutliches Zuriickgehen der absoluten 
{ohproteinmenge zur Folge. 

6. Versuch mit Luzerne. 

Beim 1. Schnitt schwanken die prozentischen N- und Rohprotein- 
gehalte ohne deutliche Beziehungen zur Follikelhormongabe. Die ab- 
soluten Rohproteinmengen sind bei 1500 und 500 ME. iiber jenen von 
Volldiingung, bei 1000 ME. unter dieser. Ahnliche Schwankungen zeigt 
auch der 2. Schnitt; auffallig ist der hohe Prozentgehalt bei 1000 ME. 
Dieser Umstand bedingt auch, daB die héchste Rohproteinmenge bei 
1000 ME. erzielt wurde. Es folgt dann in geringem Ausmabe iiber Voll- 
diingung 1500 ME. und dann 500 ME. Im Gegensatz zum Versuch mit 
Rotklee sind beim 3. Schnitt bei dieser Frucht noch geringe Mehrertrage 
festzustellen. Verbunden mit den geringen Schwankungen der N- und 
Rohproteingehalte ergeben sich~bei dieser Frucht auch beim 3. Schnitt 
noch bei simtlichen Follikelhormongaben etwas héhere absolute Roh- 
proteingehalte als bei Volldiingung. 
€. Versuche mit steigenden Follikelhormongaben mit Sommerroggen und 
Untersuchung der Nihrstoffaufnahme bei verschiedenen Wachstumsstadien. 

I. Versuchsdurchftihrungq. 

Die Versuche sollten dazu dienen, die Wirkung  steigender 

Follikelhormongaben auf das Wachstum und den Ertrag von Sommer- 


roggen zu priifen. Mit dieser Aufgabe war die Untersuchung der 
Nahrstoffaufnahme zu verschiedener Zeit des Wachstums verbunden, 
um Einblicke iiber die Gestaltung der Nahrstoffaufnahme zu erhalten. 
GemaB der Fragestellung wurde folgender Versuchsplan fiir zweckmaBig 


erachtet : 
1. Volldiingung (V.); 2. V. + 500 ME.; 3. V. 1000 ME. ; 
4. V. + 1500 ME. 

Zur Untersuchung der Nahrstoffaufnahme war die Ernte zu drei 
verschiedenen Wachstumsstadien vorgesehen und zwar 1. zur Zeit der 
abgeschlossenen Bestockung, 2. zur Zeit der Bliite und 3. bei AbschluB 
der Reife. 

Die Versuche wurden als GefaBvegetationsversuche in ahnlicher 
Weise wie die iibrigen Versuche des Jahres 1935 angestellt. Die Anbau- 
daten sind aus Tabelle X zu entnehmen, in welcher auBerdem noch die 
Zeit der Follikelhormongabe eingetragen ist. 

I]. Versuchsverlauf. 

Aus Zweckmabigkeitsgrimden wird der ganze Versuch gema den 

drei verschiedenen Ernten in drei Einzelversuche unterteilt. 





sinc 
Stic 
stet 
geh: 
ste 
Abn 
Satz 
mal. 
erfu 


Tab 
pro 


Volld 


Versuche tiber die Wirkung von Follikelhormonkristallisaten usw. 15 


l. Erster Versuch, Wachstumszeit bis zum AbschluB der 
Bestockung. 

Wachstumsbeobachtungen. Gegen Ende Mai war eine schwache Wirkung 
der zugegebenen Follikelhormongabe festzustellen. Die Pflanzen bei 
500 ME. zeigten gegeniiber Volldiingung geringe Unterschiede, eine deutliche 
Wachstumsférderung war bei L000 und 1500 ME. festzustellen. 

Die Ernte fand am 7. Juni statt, wobei die in Tabelle XI auf- 
gezeichneten Ergebnisse erhalten wurden. Das gesamte Trockengewicht 
wurde durch die Follikelhormonzugabe durchweg giinstig beeinfluBt. 
Die beste Wirkung zeigten 1000 ME., dann folgen mit etwas geringerer 
Wirkung 1500 ME. und zuletzt 500 ME. Der Bestockungsfaktor wurde 
durch die Hormonzugabe in keinem Falle gegeniiber Volldiingung erhéht. 
Der prozentische Trockensubstanzgehalt nahm ab 1000 ME. in schwachem 
Ausmabe zu. 


Tabelle XI. Ernteergebnisse eines Follikelhormonversuchs mit 
Sommerroggen, Karlshulder, auf Miocansand. Ernte 7. Juni 1935. 





: Verhiltnis- Reaktion 
gegen zahlen bei 
Voll- Trocken- Bestockungs- Vol Versuchs- 
diingung masse fakto1 Voll- 
diingung 
g "lo 100 PH 


Diingungsart Trockenmasse 
ende 


Volldiingung 23,58 + 0,60 - 14,17 300 100,00 4,79 
+ 500ME. 26,18 + 0,64 14,15 281 111,03 4.56 


+1000 , 29,95 + 0,42 + 3.3 14,74 294 127,02 4,63 


+1500 , 28,78 + 0,94 14,51 281 121,84 4,72 
Die Ergebnisse der chemischen Untersuchung der Ernteprodukte 
sind aus Tabelle XII zu entnehmen. Beziiglich des prozentischen 
Stickstoffgehalts ergibt sich, daB dieser bei Zunahme der Hormongaben 
stetig abnimmt. Die aus dem Stickstoffgehalt berechneten Rohprotein- 
gehalte zeigen demgemaB das gleiche Bild. Der Aschengehalt nimmt mit 
steigenden Follikelhormongaben deutlich ab, wobei besonders die starke 
Abnahme bei der Zugabe von 1500 ME. hervorzuheben ist. Im Gegen- 
satz hierzu sind die Unterschiede im prozentischen Kaligehalt verhaltnis- 
maBig als gering zu bezeichnen. Der Gehalt an P,O;, CaO und MgO 
erfuhr bei den einzelnen Diingungsarten praktisch keine Veranderungen. 


Tabelle XII. Ergebnisse der chemischen Untersuchung der Ernte- 
produkte bei dem Follikelhormonversuch mit Sommerroggen 
auf Miocansand. Ernte am 7. Juni 1935. 





Roh- . 4 
Diingungsart ’ protein Asche K,0 P20; 

0), 0 
Volldiingung. . .. 38 | 21,18 | 11,36 
+ 500ME.... BE 19.56 10,79 
-UUOU 5 5 8 2,88 18,06 = 10,25 
1500 17,69 9,98 
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2. Zweiter Versuch, Wachstumszeit bis zur Bliite. 

Die Ernte diesesVersuchs wurde zur Zeit der Vollbliite vorgencmmen. 
Es muBte deshalb vom Datum der Bliite an noch einige Zeit gewartet 
werden, bis die Pflanzen saimtlicher Dimgungsarten in voller Bliite 
standen. ; 

Wachstumsbeobachtungen. Wahrend dieser Versuch bis Mitte Mai das 
gleiche Bild zeigt wie beim ersten Versuch, war bis Mitte Juni eine Ver- 
anderung in der Weise festzustellen, daB die geringe Wachstumsférderung 
bei 500 ME. sich ausglich, so da der Stand dieser Pflanzen mit jenen von 
Volldiingung gleich war. Bei 1000 und ganz besonders bei 1500 ME. war 
jedoch ein deutlicher Vorsprung gegeniiber Volldiingung erkennbar. 

Die Krnteergebnisse in Tabelle XII] bestatigen die Wachstums. 
beobachtungen. Demnach sind die Trockensubstanzertrage bei Voll- 
diimgung sowie Volldiingung + 500 ME. einander gleichzusetzen. Der 
Ertrag bei 1000 ME. erfuhr eine schwache Zunahme, wahrend das Ernte- 
gewicht bei der Gruppe mit 1500 ME. eine deutlich giinstige Beein- 
flussung zeigt. Beim Vergleich mit den Ernteergebnissen des 1. Versuchs 
fallt auf, daB bis zu diesem Zeittpunkt die gimstige Wirkung von 500 ME. 
bereits abgeklungen war, der giinstige EinfluB der Gabe von 1000 ME. 
war nicht mehr so hoch wie beim 1. Versuch, wihrend beachtlicherweise 
die Gabe von 1500 ME. ihren Vorsprung gegeniiber Volldiingung auch 
bis zu dieser Zeit noch aufrechterhalten konnte. 

Tabelle XIII. Ernteergebnisse eines Follikelhormonversuchs mit 
Sommerroggen, Karlshulder, auf M iocdnsand, Ernte 24. Juni 
1935. 





Diingungsart Trockenmasse 


Trocken- 
mass¢ 
Versuchsende 


Reaktion bei 


> 
des Schossens 


£ £ 0 


) 


; 100,00 4, 
18. VI. 98,69 
18. VI. 105,70 
18. VI. 119,96 


Volldiingung 45.64 + 1,01 26,04 
+ SOOME. 45,04 + 0,37 27,06 
+1009 , (4824+ 1,01 + 2,60 26,43 
+1500 , | 54,75 + 0,28 ,11 | 27,86 


— i pe 


DO bo Co 
— ee te 


Die chemischen Untersuchungen der E:nteprodukte sind aus 
Tabelle XIV zu entnehmen. Im Vergleich mit dem 1. Versuch war der 
prozentische Stickstoffgehalt der Pflanzen wesentlich niedriger. Auch 
hier zeigte sich die Tendenz, daB mit steigenden Follikelhormongaben 
der prozentige Stickstoffgehalt in schwachem AusmaBe abnimmt. Der 
Rohproteingehalt folgt naturgemaB dem Stickstoffgehalt, so daB auch 


hier die niedrigste Rohproteinmenge bei 1500 ME. erzielt wurde. Der 


Aschengehalt nimmt mit steigenden Hormongaben ab, die starkste 
Abnahme ist bei 1500 ME. festzustellen. Auffallig ist bei diesem Versuch, 





ag 
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Tabelle XIV. 
Ergebnisse der chemischen Untersuehung der Ernteprodukte 
bei dem Follikelhormonversuch mit Sommerroggen aut 
Miocinsand. Ernte am 24. Juni 1935. 





Roh- - . 
Diingungsart N protein Asche KO P20; Cad) Mg) 
Volidiingung . 1,84 11,50 8.46 3,00 0,97 0,64 0.37 
4+ 500 ME. 1,73 10,81 8.13 2,88 0,92 0.55 0.34 
+ 1000 1,64 10,25 ‘tae 2.69 0.86 0.55 0.29 
+ 1500 1,40 8,75 6.21 2,15 O77 0.48 0.30 


daB der prozentische Kaligehalt im Verhaltnis zu Volldiingung diesmal 
stark abfallt, stirker als beim 1. Versuch. Der Prozentgehalt an 
Phosphorsiure zeigt eine leichte Tendenz der Abnahme mit steigenden 
Hormonmengen. Der CaQO-Gehalt ist hier bei Volldiingung am grébten, 
innerhalb der Follikelhormongaben, die etwas niedrigere Ca O-Gehalte auf- 
weisen, bestehen fast keine Unterschiede. In geringem Ausmake wurde 
der Prozentgehalt an MgO beeinfluBt. 


3. Dritter Versuch, Wachstumszeit bis zum AbschlubB der Reite. 


Wachstumsbeobachtungan. Bis Ende Juni zeigte das Wachstum det 
Pflanzen bei dieser \ersuchsgruppe eine ahnliche Tendenz wie in den Ver- 
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iM f nN he 





awwao el oo 


Abb. 8. Versuch mit Sommerroggen auf Mioeiinsand. Bild yom 28, Juni 1935 





suchen | und 2. Im spiiteren Verlauf des Wachstums gingen die Unterschiede 
zwischen Volldiingung und V. 500 ME. sowie V. 1000 ME. immer 
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4,43 
3,14 4,21 


100,00 100.00 


102,09 10 


VI.i23. VI. 


15. 


0,56 
0 


231 
2 


59,49 
63,07 


26,30 5 


89,20 


0,27 + 1,37 88,96 


1,29 


3,63 + 


7,07 
0,51 87,11 45,00 


8 


37 


Bt Ay 
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Volldiingung 


tS. VI. 


18. VI. 


i3.. VI. 


12. 


55 


31 


- 25,51 


24.86 + 0,72 
24,71 + 1,04 +0 


00 ME. 


5 
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+ 1500 


ao 


101,48 102,04 4,28 
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mehr zuriieck, wahrend der giinstige 
Stand der Pflanzen bei 1500 ME, sich 
in schwachem Ausmabe noch erhalten 
konnte (Abb. 8). 


Die Ergebnisse der am 6. Au- 
gust stattgefundenen Ernte sind in 
Tabelle XV zusammengestellt. So- 
wohl der Korn- wie auch der Stroh- 
ertrag bestitigen die Wachstums. 
beobachtungen. Die schwach giin- 
stige Wirkung der Gabe von 500 
und 1000 ME. diirfte als noch inner- 
halb der Fehlergrenzen liegend an- 
zusehen sein, wihrend die gute 
Erhéhung des Korn- wie auch des 
Strohertrages bei 1500 ME. als be- 
achtliche Mehrertrage zu werten 
sind. Das 1000-Korngewicht erfuhr 
durch — die Follikelhormonzugabe 
keine Anderung, die Schwankungen 
bei den einzelnen Gaben lassen 
eindeutige Unterschiede nicht  er- 
kennen. Der Anteil an Kérnern 
1. Sorte wurde durchweg — in 
schwachem Ausmae erhéht, am 
meisten durch l0OOO ME. Der Be- 
stockungsfaktor war bei 1500 ME. 
gréBer als bei Volldiingung. Wah- 
rend der’ Zeitpunkt des Schossens 
bei den einzelnen Hormongaben 
einige Tage vor Volldiingung lay, 
bestehen hinsichtlich des  Zeit- 
punktes des Kintritts der  Bliite 
zwischen Volldiingung und den ein- 
zelnen Follikelhormongaben zeitlich 
gréBere Unterschiede. 

Die Ergebnisse der chemischen 
Untersuchungen der Ernteprodukte 
sind aus Tabelle X VI zu entnehmen. 
Bei dieser Ernte wurden sowohl 
die Kérner als auch das Stroh ana- 
lysiert. Im Gegensatz zu den beiden 
ersten Versuchen sind hier die 
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Tabelle XVI. Ergebnisse der chemischen Untersuchung det 
Ernteprodukte bei dem Follikelhormonversuch mit Sommer- 
roggen auf Miocansand. Ernte 8. August 1935. 





N Rohprotein Asche K,0 P20 Cag MgO 
Diingungsart ; 0} ( ( ) 


0 
fi 0 


Analysen der Korner. 


Volldiingung . . . 1,94 12,13 2.13 0,67 | 0.93 0,08 0,26 
+ 500 ME... 1,80 11,25 2,16 0.60 | 1,00 0.08 0.25 
+1000 , . 1.78 11.13 2.18 0,60 0,99 0,08 0.24 
-— 1500. .. 1.70 10.63 2.02 0,54 0,99 0.08 0.25 


Analysen des Strohes. 


Volldiingung . . . 1,00 6,25 8.55 2,75 0,49 0,96 0.55 
+ SOOME. .. 1,00 6,25 8.44 2,86 0,58 1.01 0,58 
+1000 , ‘ 0,90 5.63 8.57 2.82 0.49 0.99 0,52 

1;') | 0.79 4,94 9.55 2,75 0.60 0.96 0,52 


Schwankungen der Analysenzahlen sehr gering. Der Stickstoffgehalt 
bei den Kérnern schwankt in sehr germgem Ausmabe, der niedrigste 
Gehalt ist bei 1500 ME. festzustellen; ahnliche Ergebnisse miissen 
demzufolge auch beim prozentischen Rohproteingehalt angenommen 
werden. Der Aschengehalt schwankt sehr wenig, selbst bei 1500 ME. 
ist die Abnahme fast unerheblich. Der K,O-Gehalt weist ebenfalls sehr 
geringe Schwankungen auf, am niedrigsten ist wiederum der K,O- 
Gehalt bei 1500 ME. Der Phosphorsiuregehalt der Kérner verhalt 
sich yegensatzlich wie der Kaligehalt. Durch die einzelnen Follikel- 
hormongaben wurde in sehr schwachem AusmaBe ein héherer Phos- 
phorsauregehalt der Kérner verursacht. Der CaO- und MgO-Gehalt 
wies keine Unterschiede auf. 

Der Stickstoffgehalt des Strohes nimmt ab 1000 ME. in’ sehr 
schwachem Ausmabe ab, demzufolge auch der Rohproteingehalt. Die 
Gabe von 1500 ME. weist hier wiederum die geringsten Werte auf. Den 
niedrigsten Aschengehalt zeigt V. + 500 ME., wahrend 1000 ME. und 
besonders 1500 ME. héhere Werte zeigen als Volldiingung. Der K,O- 
Gehalt des Strohes war bei 500 und 1000 ME. um geringes héher als 
bei Volldiingung und V. + 1500 ME. Der P,O,-Gehalt des Strohes 
zeigt eine ahnliche Tendenz wie jener der Kérner, der héchste Phosphor- 
siiuregehalt ist diesmal bei 1500 ME. festzustellen. Der Ca O- und Mg O- 
Gehalt zeigt auch beim Stroh derartig geringe Schwankungen, daB die 
Werte einander gleichgesetzt werden kénnen. 

Bei den chemischen Untersuchungen der Ernteprodukte von samt- 
lichen Versuchen fiel auf, daB die Analysenzahlen zum groBen Teil eine 
umgekehrte Tendenz zeigen wie die Ernteertrage. Diese auffallige Er- 
scheinung gab AnlaB, zunichst die absoluten Ertrage an Rohprotein 
und die hierfiir einschlagigen Verhaltniszahlen zu berechnen, um einen 
Einblick iiber die absolute Nahrstoffaufnahme, wenigstens beim Stick- 
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Tabelle NVII. Ertrage an Rohprotein in g und Verhaltniszahlen 
bei den verschiedenen Ernten eines Follikelhormonversuchs 
mit Sommerroggen auf Miocansand, 1935. 





1. Ernte am 7. VI. 2. Ernte am 24. VI. 3. Ernte am 6. VIII. 
Korner Stroh 
Diingungsart Roh- Ver- Roh- Ver- ——— 
protein haltnis- protein hialtnis- Roh- Ver- Roh- Ver- 
zahlen zablen protein haltnis- protein haltnis- 
g g g zahlen g zahlen 


Volldiingung 4,98 100,00 | 5,2? 100,00 2,95 100,00 2,73 100,00 
+ 5OOME. 5,12 | 102,81 8 92,76 280 94,92 2,81 102,93 
1000 . 5,41 108,63 if 94,10 2,7 93,22) 2,51 91,94 
+1500 , 5,08 102,00 ; 9124 < 105,42 2,53 92,67 


stoffgehalt. zu erhalten. Die Ergebnisse dieser Berechnungen sind in 
Tabelle XVII aufgezeichnet. Die Verhaltniszahlen der 1. Emte am 
7. Juni lassen erkennen, da’ die absolute Rohproteinmenge in den 
Pflanzen mit Hormonzugabe in schwachem Ausmabe préBer war als bei 
Volldingung. Bei der 2. Ernte am 24. Juni ist eine Abnahme der ab- 
soluten Rohproteinmenge festzustellen, die am gréBten bei 1500 ME. 
ist. Bei der 3. Ernte ist die absolute Rohproteinmenge der Kérner bei 
den Gaben von 500 und 1000 ME. kleiner als bei Volldiingung, wahrend 
1500 ME. einen etwas gréBeren Wert ergeben. Die Rohproteinmengen 
des Strohes verhalten sich nicht gleichsinnig wie jene der Kérner, 


500 ME. ergaben eine etwas héhere Rohproteinausbeute, wahrend LOOO 


und 1500 ME. eine niedere Ausbeute geben. Diese Untersuchungen 
lassen zunachst feststellen, daB durch die Zugabe von steigenden Follikel- 
hormonmengen die Nahrstoffaufnahme im groben und ganzen nicht 
gefordert wurde. Es muB® vorlaiufig offen gehalten werden, ob diese 
‘Tatsache als eine ungiinstige Wirkung der Follikelhormongaben erklart 
werden muB, da im Gegensatz hierzu eine zum Teil deutliche Erhéhung 
der Trockensubstanzertrage festgestellt werden konnte. Es kénnte 
umgekehrt auch der SchluB gezogen werden, dab die Leistung der Nahr- 
stoffeinheit im Vergleich zur Produktion an Trockensubstanz durch die 
Follikelhormonzugabe erhéht wurde. Inwieweit jedoch diese Schlub- 
folgerung richtig und auch fiir andere Pflanzen reproduzierbar ist, 
miissen noch weitere Versuche entscheiden. 


IIT. Pritfung der Follikeihormonnachwirkung. 

Nach der Ernte des Roggens beim 3. Versuch wurde auf dem 
gleichen Boden ohne weitere Diingung und ohne weitere Follikelhormon- 
zugabe ein Erbsen-Wicken-Gemenge angebaut, um festzustellen, ob 
noch eine Follikelhormonnachwirkung eintritt. 

Die Ernteergebnisse in Tabelle XVIII lassen erkennen, dab die 
schon wiahrend des Wachstumsverlaufes beobachtete gleiche Ent- 





Versuche iiber die Wirkung von Follikelhormonkristallisaten usw. 2] 


wicklung der Pflanzen auch zu fast gleichen Erntegewichten gefiihrt hat. 
Wie die Verhaltniszahlen der Trockengewichte erkennen lassen, konnten 
die Ertrage auf dem Boden, welechem friither Follikelhormon zugegeben 
worden war, den Ertrag von Volldiingung nicht ganz erreichen. Auffalliy 
ist der niedere Wert bei 1500 ME. 


Tabelle XVIUI. Ernteergebnisse eines Follikelhormonversuchs 
mit Erbsen-Wickengemenge (Nachbau) auf Miocansand, 1935. 





gegen Verhiltnis 
Voll- Troek , : zahlen 
diingung seca Volidiingung 


g g 0 100 


Diingungsart Trockenmasse 


Volldingung .. ... 20,86 + 0,40 — 18,92 100,00 
+ BOO ME. .... 20,08 + 0,21 0,78 18,59 96,26 
2) er 19,95 -+- 0,31 0,91 18,05 95,64 
+- 1500 Vogt tae 18,71 +. 0,24 — 2,15 19,00 89,69 


Zusammenfassung, 

1. In Fortsetzung und Erweiterung friiherer Versuche wurde im 
Jahre 1935 in GefaBen und auf verschiedenen Boden mit SiBlupinen, 
Sojabohnen, Rotklee, Luzerne, Lein, Mais die Wirkung von Gesamt- 
kristallisat-Praparaten des Follikelhormons auf Wachstum und Ertrag 


geprift, wobei einmalige Hormongaben in Héhe von 500, 1000) und 


1500 ME. des Hormonpraparates zur Anwendung gelangten. 

2. Bei der SiBlupine war die Wirkung der verschiedenen Gaben 
des Follikelhormons durchweg negativ; sowohl im Ertrag an Kornern 
und Stroh als auch im 1000-Korngewicht waren Riickgange gegeniiber 
Volldiingung zu verzeichnen. 

3. Bei der Sojabohne wurden durch die Follikelhormongaben 
deutliche Mehrertrage im Kérner- und Strohgewicht erzielt, insbesondere 
durch 1000 ME. 

4. Bei Rotklee erbrachten die Follikelhormongaben beim ersten 
Schnitt steigende Ertragserhéhungen, kaum mehr beim zweiten (nur 
noch bei 1500 ME.) und iiberhaupt nicht mehr beim dritten Schnitt, 
wobei durchweg Ertragsriickgange zu beobachten waren, insbesondere bei 
den héheren Gaben. Es hatte fast den Anschein, als ob der Nahrstoff- 
vorrat nicht ausreichte, um die Hormonwirkung bis zuletzt zur Geltung 
bringen zu lassen. 

5. Bei Luzerne war beim ersten Schnitt nur durch 1500 ME. eine 
auBerhalb der Fehlergrenze liegende Ertragssteigerung zu beobachten, 
beim zweiten Schnitt durch 1000 und 1500 ME., wahrend der dritte 
Schnitt in keiner Weise durch das Follikelhormon beeinfluBt wurde. 

6. Beim Mais war festzustellen, da das Follikelhormon im groBen 
und ganzen ziemlich wirkungslos blieb und nur bei 1500 ME. eine geringe 
Ertragserhéhung zeitigte. 
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7. Die chemische Untersuchung der Ernteprodukte ergab, daB bei 
der Lupine die absolute Rohproteinmenge durch die Follikelhormon- 
yaben erniedrigt wurde. Im Gegensatz hierzu stieg bei der Sojabohne 
der Rohproteingehalt und besonders der absolute Ertrag an Rohprotein 
durch die Hormongaben an, insbesondere durch 1000 ME. Bei Lein 
bewirkte das Follikelhormon eime Senkung der absoluten Rohprotein- 
menge, ahnliches war auch bei Mais festzustellen. Der Olgehalt wurde 
bei Lupine und Sojabohne in wechselndem AusmaBe durch die Follikel- 
hormongaben beeinfluBt, beim Lein war der Olgehalt der Kontrolle 
héher. Zu Rotklee war beim ersten Schnitt nur durch 1500 ME. eine 
Erhéhung des Rohproteinertrages erzielt worden, ebenso beim zweiten 
Schnitt, wogegen im dritten Schnitt durch die Hormongaben ganz 
betrachtliche Riickgange zu verzeichnen waren, insbesondere durch 
1500 ME. Bei Luzerne ist die KEinwirkung des Follikelhormons auf die 
absoluten Rohprotemertrage nicht durchweg positiv, sondern meist ohne 
wesentlichen EinfluB. 

8. Weiterhin wurde in GefaBen die Kinwirkung steigender Follikel- 
hormongaben auf das Wachstum und den Ertrag bei Sommerroggen 
geprift: aubBerdem verknipften wir damit die Untersuchung der 
Nahrstoffaufnahme zu verschiedener Zeit des Wachstums, um einen 
Kinblick in die Gestaltung der Nahrstoffaufnahme zu erhalten. 
Wiederum wurde ein vierteiliger Dinmgungsversuch mit Volldiingung, 
V. + 500 baw. 1000 und 1500 ME. durchgefiihrt. Zur Untersuchung der 


Nahrstoffaufnahme wurde in diesem angegebenen Versuch mit Sommer- 
roggen die Ernte staffelweise in drei verschiedenen Wachstumsstadien 


vorgenommen, namlich erstens zur Zeit der abgeschlossenen Bestockung, 
zweitens in der Bliite und drittens nach AbschluB der Reife. 

%. Das Ergebnis der Ernte nach abgesehlossener Bestockung war, 
dab die Follikelhormongaben durchweg héhere Ertrage als bei Voll- 
diingung erbrachten, wahrend der Bestockungsfaktor abnahm. Die 
Analysenzahlen der Ernteprodukte lieBen eine deutliche Abnahme im 
prozentischen Rohprotein-, Aschen-, Kalium- und Phosphorsauregehalt 
erkennen: dagegen waren im Calcium- und Magnesiumgehalt kaum 
Unterschiede zu bemerken. 

10. Die Ernteertragszahlen zur Zeit der Vollbliite zeigten, dal 
durch die Gabe von 500 ME. eine geringe Abnahme, durch 1000 und 
1500 ME. leichte Zunahmen im Ertrag erzielt wurden, wovon allerdings 
nur die durch 1500 ME. ins Gewicht fallt. Die prozentischen Gehalts- 
zahlen der Ernteprodukte ergaben eine Senkung des Rohprotein-, 
Aschen-, Kalium-, Phosphorséure-, Caleium- und Magnesiumgehalts. 

11. Nach AbschluB der Reife wurden Ertrage festgestellt, die bei 
den Kérnern und beim Stroh durch 1500 ME. einen bemerkenswerten 
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Anstieg im Gewicht erkennen lieBen. 500 und 1000 ME. haben ungefahr 
las gleiche Ergebnis wie Volldiingung allein ergeben. Die chemische 
Untersuchung zeigte sowohl bei den Koérnern als auch beim Stroh eine 
Abnahme des prozentischen Gehalts an Rohprotein, bei den Kérnem eine 
geringe Senkung, beim Stroh eine teilweise Erhéhung des Aschengehalts 


durch die Hormongaben, wahrend der Gehalt an Kalium, Phosphor- 


siure, Calcium und Magnesium sowohl bei den K6érnermm als auch beim 
Stroh nur geringe Veranderungen aufwies. Der absolute Ertrag an 
Rohprotein war bei der Ernte zur Zeit der Bestockung durch die Hormon- 
gaben leicht erhéht, bei der Ernte in der Vollbliite und zur Zeit der Reife 
fast durchweg sowohl bei den Kérnern als auch beim Stroh erniedrigt 
worden. Die Untersuchungen iiber die Nahrstoffaufnahme lassen somit 
erkennen, dab durch die Zugabe des Follikelhormons die Nihrstoff- 
aufnahme nicht wesentlich geférdert wurde. 

12. Zur Priifung der Frage nach einer etwaigen Nachwirkung des 
Follikelhormons wurde nach der Ernte des Roggens auf dem gleichen 
Boden ohne weitere Diingung und ohne zusitzliche Hormongabe ein 
Erbsen-Wicken-Gemenge angebaut. Es ergab sich, daB von einer 
irgendwie in Betracht kommenden Nachwirkung der Follikelhormone 
nichts beobachtet werden konnte. 
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(Eingegangen am 14, Dezember 1956.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wir stellten in einer friiheren Arbeit fest!, daB die ultravioletten 
Absorptionsspektra mancher EiweiBkérper mit der Zeit eine Veranderung 
erleiden, wenn man ihre Lésungen alkalisch macht. Als wir diese Er- 
scheinung an menschlichen Serumglobulinen weiter studierten, erhielten 
wir Ergebnisse, welche einen gewissen Zusammenhang zwischen diesen 
spektroskopischen Eigenschaften und den Blutgruppen zeigten. Doch 
muBten wir uns in der vorliufigen Mitteilung?, in der wir zum ersten 
Male diese Tatsachen mitteilten, vorsichtig auBern, weil uns damals 
nur wenige Fille zur Verfiigung standen. Die Ergebnisse unserer 
erweiterten Untersuchungen fassen wir in den folgenden Abschnitten 


zusammen. 


I. Spektroskopisch-chemische Untersehiede zwischen den Serumglobulinen 
der Blutgruppe A und B. 


Die Globuline wurden aus 30 bis 100 eem der Seren dargestellt, welche 
zuerst mit Wasser 50fach verdiinnt wurden*. In einerGruppe unserer Ver- 
suche sattigten wir diese verdiinnten Sera mit Ammoniumsulfat bis zu 30°, 
{1000 cem des verdiinnten Serums + 226,3 g (NH,),SO,] und setzten nach 
Filtrieren des Niederschlags die Sattigung bis 40°, fort {1000 c¢em des 
Filtrats 68,0 g (NH,),8O,]. Die den Niederschlag enthaltenden Fliissig 
keiten wurden etwa 2 Stunden lang gerihrt. Dann filtrierten wir dureh 
Papier (Schleicher und Seddéll, 602, hart) und wuschen mit Ammonium. 
sulfatlésung, welche ebenso konzentriert war wie die filtrierte Fliissigkeit. 
Nachdem sich zwischen den beiden nacheinander  niedergeschlagenen 
Fraktionen in keinem Falle spektroskopische Unterschiede gezeigt hatten, 
stellten wir bei den spiteren Untersuchungen aus jedem Serum nur eine 
einzige Fraktion dar, und zwar durch Sattigung mit Ammoniumsulfat bis 
ma 35°, [1000cem des verdiinnten Serums + 264g (NH,),SO,]. In 
manchen Fallen sattigten wir doch die bis 40°, gesattigten Lésungen mit 
Ammoniumsulfat bis zu 50, 60 und 70°,, [1000 cem der Lésung + 65,6, 
63,3 bzw. 61,1 g (NH,),80O,], um die spektroskopischen Eigenschaften auch 


! Groh u. Weltner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 198, 267, 1931. 2 Die- 
selben, diese Zeitsehr. 278, 389, 1934. 3 Vogl. 3. 
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dieser Fraktionen kennenzulernen. Die Eiweifiniederschlage wurden im 
EKisschrank solange dialysiert, bis die Nessler-Reaktion negativ ausfiel. 

Den dialysierten Fraktionen wurde nun Kochsalz bis zur Konzentration 
von 0,9°,, zugesetzt. Nach Filtrieren stellten wir die EiweiBgehalte der 
Lésungen fest (Mikro-Kjeldahl) und verdiinnten dieselben mit physiologischer 
NaCl-Lésung, so daB sie in bezug auf EiweiB etwa 0,04°,ig waren. Die 
Absorptionskurven wurden mit einem Spektrograph von Hilger (EK. 3) 
aufgenommen, welcher mit einem Spektrophotometer nach Judd-Lewis 
kombiniert war. (R6éhrenlinge bei etwa 0,04 °, igen EiweiBlésungen 1 em.) 

. ] J em : nani 
In der Formel ¢ ; log —° bedeutet ¢ die Konzentration der EiweiBlésung 
Ce t 

in Prozenten und d die Réhrenlinge in em. Die Eiweiflésungen wurden 
dann mit den gleichen Volumina einer 0,2 n NaOQH-Lésung gemisecht und 
die Absorptionsspektra sofort photographiert. Andere Proben der so 
alkalisierten EiweiBlésungen wurden in einem Thermostaten bei 25°C 
aufbewahrt und ihre Absorptionskurven gewohnlich nach 3 Tagen, in 
manchen Fallen aber auch nach kiirzeren Zeitriumen, nochmals aufge- 
nommen. 

Vor der Alkalisierung, d.h. in fast neutralen Lésungen, gaben samt- 
liche Globuline Absorptionskurven, welche bei 250,5 my ein Minimum 
und bei 277,6 mu ein Maximum zeigten. Diese Kurven kénnen am ein- 
fachsten durch die Héhendifferenz zwischen Maximum und Minimum 
charakterisiert werden, welche wir mit Aé bezeichnen (siehe Abb. 1). 
Durch die Alkalisierung verschiebt sich die Lage des Absorptionsmini- 
mums auf 271 my und diejenige des Absorptionsmaximums auf 286 mu. 
Wie weiter unten gezeigt wird, ist fiir die in alkalischen Medien auf- 
genommenen Kurven das Ausma® der Erhéhung in den Kurven- 
maxima, welche beim Stehenlassen der Globuline mit Alkali auftritt, 
am bezeichnendsten. Die Erhéhung werden wir im folgenden die 
,alkalische Erhéhung** nennen und ihre GréBe mit A,,,, bezeichnen 
(siehe Abb. 1). In der beschriebenen Weise untersuchten wir die Serum- 
globuline von 38 Menschen, von denen 23 zur Blutgruppe A und 15 zur 


Blutgruppe B gehérten!. Die Ergebnisse sind in Form von Absorptions- 
kurven, welche den Durchschnittswerten entsprechen, in Abb. 1 dar- 
gestellt. 


Erlauterungen zu Abb. 1. 

1. Serumglobuline von Personen der Blutgruppen A und B weichen 
in neutralen Lésungen derart voneinander ab, daB die Werte von Ae 
bei der Blutgruppe B wesentlich héher liegen als diejenigen der Blut- 
gruppe A. Die Mittelwerte von Ae sind 8,59 baw. 10,12. 

2. Auffallender sind die Unterschiede der ,,alkalischen Erhéhung*: 


Der Wert von A,ax, welcher bei den Serumglobulinen der Blutgruppe B 


' Die Sera stammten meistens von Kranken, hauptsichlich von Hyper- 
tonikern. 
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im Mittel nur 0,03 ist, betragt bei den Serumglobulinen der Blut- 
gruppe A im Mittel 2,26. 

Mit anderen Worten lassen sich diese Verhaltnisse wie folgt aus- 
driicken: Fiir die Serumglobuline der Blutgruppe A ist bezeichnend, dap 
ihre Ae-Werte verhaltnismapig klein sind ; die Absorptionsmaxima erhohen 
sich aber auf Einwirkung von Lauge, d.h. die Werte von Ajax sind 




















200 260 260 ome 240 260 280 BOOM 


Abb. 1. 
1. Absorptionskurve in neutraler Lisung. 2. Absorptionskurve in alkalischer Lisung 
8. Absorptionskurve in alkalischer Lésung nach 3tigigem Stehenlassen. 


de = 8,59 4e = 10,12 
4 max = 2,26 JSmax 0,03 
wesentlich. Die Serumglobuline der Blutgruppe B kinnen dadurch charak- 
terisiert werden, da ihre Ae-Werte verhaltnismapig hoch liegen; die 
Absorptionsmaxima erhdhen sich jedoch bei Einwirkung von Lauge nicht, 
d.h. die Werte von Ayax sind gleich Null, oder sehr klein. 


Zur Erganzung wurden ahnliche Messungen auch an nicht fraktio- 
nierten Seren ausgefiihrt. Bei diesen Versuchen verdiinnten wir die 
Sera mit physiologischer Kochsalzlésung auf das 150- bis 200fache 
und nahmen die Absorptionskurven der so erhaltenen Lésungen auf. 
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Tabelle I. 





Nicht fraktionierte A-Sera Nicht fraktionierte B-Sera 


a J ir. Aa J 


6.55 5.89 9.00 0.10 
6,68 3,50 ‘ 8.90 0.00 
7,45 3,15 ; 9.05 0,70 
7.60 3.00 7.80 0,95 
F 7.60 2 40 : 8,90 0,55 


Mittel: 717 3,57 8.73 046 





Dadurch erhielten wir unmittelbar die 4¢-Werte. Andere Teile der 
verdiinnten Sera wurden mit den gleichen Volumina einer 0,2 n NaOH- 
Lésung vermischt und die Absorptionskurve der Mischungen einerseits 
sofort nach dem Vermischen, andererseits nach 3 Tagen festgestellt. 
(Inzwischen wurden die alkalischen Lésungen in einem Thermostaten 
bei 25°C aufbewahrt.) Die 





Erhéhungen der Absorp- 
tionsmaxima stellen die 
Imax-Werte dar. Die so 
erhaltenen Ergebnisse sind 
in Tabelle I zusammen- 
gefaBt. Die Unterschiede 
zwischen den Seren der 
Blutgruppe A und B sind 
auch in diesen Fallen recht 











jd 135 Tage 


auff lle Abb. 2. « = Extinktionskoefizient des 
autfavend. Absorptionsmaximums, 


In einigen Versuchen 
studierten wir den zeitlichen Verlauf der ,,alkalischen Erhéhung*. Die 
Versuchsbedingungen waren dieselben wie friiher beschrieben. Die 
Ergebnisse sind in Abb. 2 dargestellt, aus der ersichtlich ist, daB die 
, alkalische Erhéhung‘‘ bei den Globulinen A sich ziemlich schnell, und 
zwar in etwa 2 Stunden, vollzieht (Kurve 1). Die Absorptionsmaxima 
der alkalischen Lésungen bleiben dann etwa 3 Tage unverdandert, wo- 
rauf ein Riickgang eintritt. Bei den Globulinen der Blutgruppe B 
(Kurve 2) sind — wie beschrieben — keine Erhéhungen wahrzunehmen, 
doch sinken die Extinktionskoeffizienten der Absorptionsmaxima 
nach 3 Tagen. 

In je einem Falle priiften wir auch die Sera der Blutgruppe A, 
und A,. Wir suchten nach der Methode von Blinov! je eine Person der 
beiden Untergruppen aus und sattigten die verdiinnten Sera zu 35%, 
mit (NH,),SO,. Die erhaltenen Globuline wurden, wie oben beschrieben, 


1 N. Blinov, Klin. Wochenschr. 1934, II, S. 1025. 








28 J. Gréh, L. Szélyes u. M. Weltner: 

untersucht, desgleichen die nicht fraktionierten Sera. Die Ergebnisse 
waren dieselben, d.h. spektroskopische Unterschiede konnten nicht 
nachgewiesen werden. 


Ii. Spektroskopisch-chemische Unterschiede zwischen den Serumeiweiben 
von Minnern und Frauen der Blutgruppe O. 


In unserer friiheren Arbeit! berichteten wir auch tiber Serum- 
globuline, welche aus Seren der Blutgruppe O gewonnen wurden. Von 


Tabelle II. 





Serumglobuline von Frauen 


Serumglobuline von Mdnnern 
der Blutgruppe 0 


der Blutgruppe 0 


Sattigung- 





Sattigungs- 
grad des 
(NH4g)oS 0, 
0 


0—30 
30—40 


0—30 
30—40 


0—30 
30—40 


0—30 
30— 40 


0—30 
30—40 


0—30 
30—40 


0—30 
30—-40 


0—30 
30—40 


0—30 
30—40 


0—30 
30—40 


0—30 
80—40 
40—50 
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1 Groh u. Weltner, diese Zeitschr. 
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len untersuchten sieben Personen waren vier Manner und drei Frauen. 
In beiden Fallen trennten wir je zwei Globulinfraktionen dadurch ab, 
daB wir die 50fach verdiinnten Sera mit (N H,),SO, zuerst bis zu 30%, 
und nach Filtrieren bis zu 40%, sattigten. 

Wiahrend die spektroskopischen Eigenschaften (Ae, baw. Ajax) 
der nacheinander abgetrennten beiden Globulinfraktionen der Blut- 
yruppen A und B immer gleich oder nahezu gleich waren, wichen bei 
der Blutgruppe O die aus dem gleichen Serum abgetrennten beiden 
Fraktionen stets voneinander ab: Eine gehérte immer dem Typus A 
(hohes Amax), die andere dem Typus B (niedriges A,,x) an. Merk- 
wiirdig ist, dap sich bei den Mannern immer die Fraktion vom Typus A 
zuerst abtrennen lieB (bei Sattigung bis zu 30°.) und erst nachher (bei 
Sattigung von 30 bis zu 40%) die Fraktion vom Typus B. Bei Frauen 
war das Umgekehrte der Fall: Bei Sdttigung bis zu 30°, erhielten wir die 
Fraktion vom Typus B und bei Weitersdttigung bis zu 40°, die Fraktion 
vom Typus A. 

Inzwischen priiften wir diese Erscheinung an weiteren Fallen, um 
ihre Eigenart genauer bestimmen zu kénnen. In Tabelle II sind die 
Ergebnisse von 12 Mannern und 13 Frauen zusammengefabt, unter 
denen sich die friiher untersuchten sieben Falle befinden. Es ist leicht 
zu ersehen, da sich die friiheren mit den neuen Ergebnissen vollkommen 
decken, wobei dies besonders klar aus den Mittelwerten der Tabelle I] 
hervorgeht : 





J: Snax J: Snax 


O07 | II. Fraktion bei Mannern 9.77 0,15 
aa 8 7 , Frauen 943 O11 


I. Fraktion bei Mannern | 8,61 — 2, 
9 


IT. ss » Frauen 8,93 


Aus Tabelle I] ist ferner zu ersehen, daB wir aus den Seren von 
zwei Mannern und zwei Frauen je fiinf KiweiBfraktionen durch Sattigung 
bis zu 30, 40, 50, 60 und 70% darstellten. [Die angewendeten Mengen 
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von (NH,),SO, siehe im Abschnitt I.] Die Ergebnisse aus diese: 
Kraktionen zeigt Abb. 3. Aus dieser Abbildung wird deutlich, dat 
die Kurven der Médnner und der Frauen einander reziprok sind: Di: 
erste und letzte Fraktion bei Mdnnern zeigen starke .,alkalische ky 
hohungen**, die dazwischenliegenden Fraktionen nur geringe. Bei den 
Frauen sind dagegen die ,,alkalischen Erhéhungen“ der ersten und letzten 
Fraktionen nur minimal und diejenigen der dazwischenliegenden Frak 
tionen bedeutend. Die Kurve der Médnner ist also durch ein Minimum 
diejenige der Frauen durch ein Maximum zu kennzeichnen. 

Es ist hinzuzufiigen, daB der Verlauf der ,,alkalischen Erhéhung 
bei der Blutgruppe O nicht immer derselbe ist, wie bei der Blutgruppe 1 
Die Erhéhung wird hier in manchen Fallen schon in 1 Stunde voll 
standig und fiihrt zu steilem Abfall nach Erreichung des Absorptions 
maximums, wobei die Absorption in manchen Fallen geringere Werte 
erreicht als sofort nach der Alkalisierung. In anderen Fallen setzt sich 
aber die alkalische Erhéhung auch nach | Tage weiter fort. Um dies 
Schwierigkeiten zu vermeiden, beobachteten wir die Lage der Absorp 
tionsmaxima nach 1 Stunde bzw. nach 1, 2 und 3 Tagen nach Alkali 
sierung und teilen in der Tabelle I] unter A,,,, die maximalen Er 
hohungen mit. 


11]. Immunisierungsversuche mit menschlichen roten Blutkérperchen det 
Blutgruppe A und B. 

In unserer friiheren Mitteilung! versuchten wir das beschriebene 

spektroskopische Verhalten mit den Isohamagglutininen x und # in 

Zusammenhang zu bringen. Da man den Agglutiningehalt des tierischen 


Blutes durch Immunisierung stark steigern kann, immunisierten wir 


Schafe mit menschlichen roten Blutkérperchen der Blutgruppe A und &, 
um Sera mit hohem Agglutiningehalt zu gewinnen, die die beschriebenen 
spektroskopischen Erscheinungen in gesteigertem MaBe zeigen mubBten. 
wenn diese tatsichlich durch die Agglutinine hervorgerufen werden 

Zur Immunisierung wurde in den angegebenen Zeitriumen je 5 cem 
einer gewaschenen Blutkérperchensuspension subcutan eingespritzt.  Z1 
Agglutinationsproben wurden die Schafsera zuerst bei 55°C 30 Minuten 
inaktiviert, dann mit menschlichen O-Blutkérperchen geschiittelt und damit 
die artspezifischen Agglutinine entfernt. Mit den so behandelten Schafseren 
agglutinierten wir nun die Blutkérperchen A und B. Den Titer definieren 
wir durch die Verdiinnung, bei welcher noch eine leicht wahrnehmbare 
Agglutination auftrat. Aus den Schafseren stellten wir je zwei Globulin 
fraktionen durch Sattigung mit (NH,),SO, auf 30 und 30 bis 40°, dai 
und bestimmten ihre A e- und Amax-Werte. Da die beiden Fraktionen sic! 
stets als praktisch gleich erwiesen, teilen wir in den Tabellen III und I\ 
nur die Mittelwerte mit. Aus diesen ist folgendes zu ersehen: 


1 Diese Zeitschr. 278, 389, 1934. 
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Tabelle III. Mit 4-Blutkérperchen immunisierte Schafe. 





Schaf Nr. 2 Sehaf Nr. 29 Schaf Nr. 35 
Titer : liter Titer 


yi Ss 


tag 


max ware Snax 
anti- anti- 


A B 


anti- anti- : anti- anti- 
i B { B 


Versuchs- 


— 8,47 2,00 1.|| 82; 4 1880); 3,20 1.4 4, 4 9,76) 1,55 
16 | 8 | 10,40) 0,20 | 29. | - 945 0.00 28. . 0,10 
8 4  10,45'0,40 29.) Immuni- 28. Immuni- 
sierung sierung 

Immuni- 34. Dasselbe 34. Dasselbe 

sierung 

8 | 8 | 10,20) 0,0 3Y. . - 
Immuni- - 44, y ; 44. 
sierung 

Dasselbe — 48, a —_ 48. 
64° 8 8,70 2,00 53.| 256 16 |) 880 2,25 53. 


Tabelle IV. Mit &-Blutkérperchen immunisierte Schafe. 





Schaf Nr. 1 Schaf Nr. 45 Schaf Nr. 70 


Titer Titer Titer 


ag 
ag 


Js 


max max max 


anti- anti- 
B 


anti- anti- 
B 


anti- anti- 


B 


Versuchs- 


Versuchs- 
t 


— 8,47| 2.385: 1.) 16 4 850 0,00) 1. ; §60 0,00 
) 


0 28.; — 9,70 0,00 28, 10,70 0,65 
0 28. Immuni- 
sierung 28. Immuni- — 

Immun - sierung 
slerung _ — 33. Dasselbe - 34. Dasselbe 

& 8 10,00 0,00 : 39. - 
Immuni- 
sierung 3. - — || 44, -~ — 
Dasselbe  — 47. e . 48. - 

8 382 10,10 0,00 52. > | 82 10,70 0,20 |) 53. ) 9,60 0,00 


32 16 10,29 03 
8 4 10,30 0,2 


Die Wirkung der Immunisierung zeigt sich stets in einer Erhéhung 
des Serumtiters. Doch war diese Erhéhung nur in einem Falle (Nr. 29) 
bedeutend. Priifen wir die A,,,,-Werte der ersten, vor der Immunisierung 
durchgefiihrten Blutentnahmen, so finden wir Werte von 0,00 oder von 
1,55 bis 3,20. Die ersteren (Schafe Nr.45 und 70) blieben bei den Blut- 
entnahmen vor der Immunisierung praktisch unverandert!, die anderen 
nahmen aber stark ab. 

Im Globulin des am ersten Versuchstage entnommenen Blutserums 
(Schafe Nr. 1 und 2) fanden wir 4,64 und 4,51°, Tyrosin, bei der zweiten 

1 Ahnliche Ergebnisse erhielten wir bei zwei anderen Schafen (Nr. 3 
und 4), welche in den Tabellen nicht aufgenommen sind, weil wir mit diesen 
keine Immunisierungsversuche durchfiihrten. 
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Blutentnahme (49. bzw. 43. Versuchstag) jedoch 5,26 bzw. 5,10°,. Di 
Abnahme der Amax-Werte ging demnach einer Steigerung des Tyrosin 
gehalts parallel. Bei den Schafen Nr. 3 und 4, bei welchen die Serun 
globuline der beiden ersten Blutentnahmen dieselben Amax-Werte zeigte: 
( Amax 0), blieben auch die Tyrosingehalte der Serumglobuline unver 
andert. (Erste Blutentnahme 5,13 bzw. 5,13°,, zweite 5,12 bzw. 5,23‘ 
Tyrosin.) Die Héhe der Amax-Werte haingt also anscheinend mit den 
Tyrosingehalt zusammen. Die Tryptophangehalte der Serumglobulin 
waren bei allen vier Schafen gleich und unverandert (Mittel 2,20°,). 

Als Wirkung der Immunisierung erkennen wir aus den Tabellen 1\ 
und V wohl definierte Anderungen im spektroskopischen Verhalten de: 
je 3 Serumglobuline. Die A ¢-Werte der mit A-Blutkérperchen immuni 
sierten Schafe sind niedrig (8,7 bis 8,8), die 4,4, Werte hoch (2,0 bis 3,4) 
Bei den mit B-Blutkérperchen immunisierten Schafen finden wii 
héhere Ae-Werte (9,6 bis 10,7) und sehr niedrige 4,,,,-Werte (0,0 
bis 0,2). 

Wir hatten urspriinglich nach Immunisierung mit A-Blutkérperchen 
Serumglobuline erwartet, ahnlich den menschlichen B-Serumglobulinen 
mit hohen Ae- und niedrigen A,ax-Werten. Umgekehrt, nach Immuni- 
sierung mit B-Blutkérperchen, erwarteten wir den menschlichen 
A-Serumglobulinen ahnliche Serumglobuline mit niedrigen Aé- und 
hohen Ammax-Werten. Wie wir sehen, bringen die Versuche ein um 
gekehrtes Ergebnis. Ferner ist auffallend, daB der hohe Anti-A-Tite1 
des Schafes Nr. 29 keineswegs in den Aé- und A,,,,-Werten zum Aus 
druck kommt. 

[V. Agglutinin-Entziehungsversuche. 

Obgleich die im vorigen Abschnitt geschilderten Versuche zeigten, 
daB die spektroskopischen Eigenschaften der Serumglobuline und Sera 
nicht oder nicht unmittelbar durch die Agglutinine verursacht werden, 
schien es interessant zu priifen, welche spektroskopischen Eigenschaften 
Serumglobuline und Sera zeigen, denen die Agglutinine durch die 
entsprechenden Blutkérperchen entzogen wurden. 

Wir verfuhren wie folgt: 80 cem eines Serums der Blutgruppe 4 wurden 
in zwei Teile geteilt. Der einen Halfte entzogen wir das /-Agglutinin durc! 
Zusatz einer passenden Menge von Blutkérperchen der Blutgruppe 
‘/,stiindiges gelindes Schiitteln der Mischung. Nach dem Abschleudern 
wiederholten wir die Agglutininentziehung mit derselben Menge der Blut 
kérperchensuspension, und zwar sicherheitshalber zweimal. 

Aus dem so erhaltenen Serum stellten wir nun, wie beschrieben, ein 
Serumglobulinpraparat dar. Entsprechend verfuhren wir mit der anderen, 
mit Blutkérperchen B nicht behandelten Halfte des A-Serums und be 
stimmten dann die spektroskopischen Konstanten beider Globulinpraparate. 
Zwischen beiden Praéparaten zeigten sich keine Unterschiede: 
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Diesen Versuch wiederholten wir nochmals mit gleichem Ergebnis. 

In einem anderen Versuchspaare erhielten wir bei einem Serum 
ler Blutgruppe A mit und ohne Behandlung mit Blutkérperchen B 
unmittelbar, d.h. ohne Fraktionierung, die folgenden Werte: 





J: Snax 


Serum nach Behandlung mit Blutkoérperchen . . om 5,75 2,25 
ohne ie 6.50 2 80 


“ 


Die ,,alkalische Erhohung* eines Serumglobulins oder Serums der 
blutgruppe A verschwindet also nicht, wenn das B-Agglutinin entzogen wird. 
Die Versuche fiihrten wir darauf auch mit einem Serum der Blut- 
gruppe B durch, welchem wir das «-Agglutinin entsprechend entzogen. 





J Snax 


Serum nach Behandlung mit Blutkérperchen ...... 5,70 0,0 
5,65 0,0 


ohne ” ” 
Diese Ergebnisse kénnen so formuliert werden, da die ,,alkalische 
Erhéhung fiir Sera oder Serumglobuline der Blutgruppe 4 charak- 
teristisch ist, und da®B diese Erscheinung sich zur Unterscheidung von 
Seren der Blutgruppen 4A und B eignet. Die Bestandteile der Sera A, 
welche die ,,alkalische Erhéhung hervorrufen, werden jedoch durch 
Blutkérperchen der Blutgruppe B nicht gebunden. Sie nehmen also 
am Agglutinationsvorgang anscheinend nicht teil. 


VY. Spektroskopische Untersuchung der gruppenspezifischen Substanzen 4 
und B, 

Durch die Untersuchungen der letzten Jahre konnte gezeigt werden, 
daB diejenigen Blutkérperchenbestandteile, welche bei der Agglutination 
die entsprechenden Agglutinine binden, nicht nur in den Blutkérperchen, 
sondern auch inden entsprechenden Seren vorkommen!. Im Serum z. B. 
der Blutgruppe A ist also ein Agglutinin § und eine Gruppensubstanz A 
vorhanden. Weitere Versuche sollen nun entscheiden, ob die spektro- 
skopischen Kigentiimlichkeiten der Sera A und B mit den Gruppen- 
substanzen im Zusammenhang stehen. 

Die Gruppensubstanz A stellten wir nach der Methode von 
Witebsky? wie folgt dar: 120 ccm einer gewaschenen Blutkérperchen- 


suspension der Blutgruppe A wurden mit 1200 ccm Alkohol mehrere 


| Siehe z. B. die Monographie von F’. Schiff: Uber die gruppenspeziti- 
schen Substanzen des menschlichen Koérpers. G. Fischer, Jena, 1931. 
* Ascher u. Spiro, Ergebn. d. Physiol. 1982, 8.321: Weichards Ergebn. d. 
Hyg. usw. 1934. 
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Tage geschittelt. Das klare Filtrat wurde eingedampft, der Riickstan 
mit einigen ccm einer physiologischen NaCl-Lésung verrieben unc 
filtriert. Das Filtrat erwies sich in Hemmungsversuchen als aktiv 
enthielt also die gesuchte Gruppensubstanz A. Die spektroskopisch: 
Analyse in neutraler und alkalischer Lésung (und zwar sofort nach de: 
Alkalisierung, sowie nach 2 und 6 Stunden, bzw. nach 3 Tagen) erga 
in keinem Falle eine selektive Absorption und eine Verschiebung de 
Absorptionskurve, was beweist, daB die ,,alkalische Erhéhung“ de: 
Serumglobuline und Seren der Blutgruppe 4 nicht durch die Gruppen 
substanz A hervorgerufen wird. Versuche mit Blutkérperchen der Blut 
gruppe B zeigten das gleiche Ergebnis. 

Zur Darstellung der Gruppensubstanzen A und B aus Harn nach de: 
Vorsehrift von Freudenberg und Hichel! dampften wir je 12 Liter Harn be 
50°C im Vakuum ein, behandelten den Riickstand mit Bleiacetat und 
dialysierten nach Entfernung des iiberschiissigen Bleies mittels H,S 7 Tage 
in einem Cellophanséckchen. Die Lésung wurde eingeengt und mit einem 
geringen UberschuB8 einer 2°. igen Tanninlésung behandelt. Nach Ab 
schleudern mischten wir die klare Lésung mit konz. HCl und gossen in 
das zehnfache Volumen absoluten Alkohol. Den entstandenen weiben 
Niederschlag schleuderten wir ab und trockneten iiber Chlorcaleium und 
Natronkalk. Um die letzten Spuren Tannin zu entfernen, wiederholten wit 
die Behandlung mit Bleiacetat und die alkoholische Umfallung. Als End- 
produkt erhielten wir je etwa 0,2 g weiBes, geruchloses, in Wasser leicht 
lésliches Pulver, welches sich in Hemmungsversuchen als aktiv zeigte. 

In neutralen Lésungen fanden wir bei beiden Substanzen selektiv: 
Absorption im Ultraviolett, die auch nach der Alkalisierung anhielt. 
Bei der Substanz A war dabei keine ,,alkalische Erhéhung‘’ wahrzu 
nehmen, bei der Substanz B jedoch war sie derart stark, daB die selektive 
Absorption verschwand. Da dieses Ergebnis mit unseren Erwartungen 
vollkommen unvereinbar ist, diirfen unsere Versuche nicht als ab 
geschlossen gelten, doch ist es wenig wahrscheinlich, daB die spektro 
skopischen Eigenschaften der Seren A und 8 durch die Gruppen 
substanzen verursacht werden. 


VI. Chemische Untersuchung der Serumeiwei8kérper der verschiedenen 
Blutgruppen. 


Im weiteren untersuchten wir den Aminosaduregehalt der Serum 
eiweiBkérper der vier Blutgruppen, da friithere Arbeiten an Unterschied: 
denken lieBen. 

So zeigte M. Pintér®?, daB die Tyrosingehalte der beiden, iibrigens 
sehr aihnlichen EiweiSkomponenten des Gliadins zueinander im Verhiilt 
nis 1: 2 stehen. Dasselbe Verhaltnis zeigen die Tyrosingehalte der beiden 


' H, Eichel, Die gruppenspezifischen Substanzen usw., Diss. Heidel 
berg, 1932. — * Dissertation Budapest, 1934. 
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Caseinkomponenten'. Wir fanden im Serumglobulin der Pferde einen 
Tyrosingehalt von entweder 4,88 oder 5,74°, und einen Tryptophangehalt 
von 2,23 oder 3,61°,, ohne dali wir Zwischenwerte finden konnten?. Das 
entspricht einem Verhaltnis von etwa 6:7 bzw. 5:8. Im Abschnitt III 
dieser Arbeit stellten wir einen Anstieg im Tyrosingehalt der Serumglobuline 
der gleichen Schate von 4,58 auf 5,18 °,, fest, was einem Verhiltnis von etwa 
8:9 entspricht. Valér®, Kaiser*4, Timar®, ferner Simonovits und Balassa ¢ 
ermitteln im Schwefelgehalt der Hamoglobine interessante RegelmaBig- 
keiten, und Balassa fand einen Zusammenhang zwischen den Schwefel- 
gehalten der Haimoglobine und der Blutgruppen’. 

Fiir die vorliegenden Versuche stellten wir je finf Fraktionen dar, und 
zwar durch Sattigung der 50fach verdiinnten Seren mit Ammoniumsulfat 
bis 30, 40, 50, 60 und 70°,. In den Fraktionen bestimmten wir diejenigen 
Bestandteile, fiir welche verlaBliche Mikro- oder Halbmikromethoden zur 
Verfiigung stehen. Tyrosin und Tryptophan bestimmten wir nach Folin 
und Marenzi®, Cystin nach dem dureh Lugg modifizierten Folin- und 
Marenzischen Verfahren®. Wir benutzten ferner zur Bestimmung des 
Methionins die Methode von Baernstein'!® und zur Bestimmung des Arginins 
die von Koehler-van Slyke™. 


In Tabelle V sind die Mittelwerte!* der beiden ersten Fraktionen 
mitgeteilt. Die beiden ersten Fraktionen haben die gleiche Zusammen- 


Tabelle V. 





B 
2 1. 


Fraktion 


Tyrosn .... || 5,89 | 5,80 5, 5,63 || 5, 5,8: 5,96 
(10)* (14) f (6) (4) 
Tryptophan. . . 2,68 2.69 2 2.37 76 2, 2 62 


(5) (7) i (5) E r (2) 
7 re 2,70 2,54 2,83 2,59 2. 2! 2.64 
(3) (9) (4) (7) (4) 
Methionin ... i@ze 1,78 1,82 1,76 ty 1,78 
(4) (5) (3) (4) 2) (2) 
Ammoniak .. . 1,69 1,65 1,67 1,68 6S 57 1,54 
(2) (6) (3) (6) (1) 
Avwinin 2.0% 8,92 9,12 9,05 9,04 9.00 9,09 
(2) (6) (3) (6) (4) (1 


* Anzahl der untersuchten Falle in Klammern. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 226, 32, 1934. —- * Siehe die unter 2 
(S. 24) zitierte Arbeit. > Diese Zeitschr. 190, 444, 1927. * Ebenda 
192, 58, 1928. 5 Ebenda 202, 365, 1928. ® Ebenda 281, 186, 1935. 

7 Ebenda 283, 222, 1936. — & J. of biol. Chem. 883, 89, 1929. 
® Biochem. J. 26, 2144 u. 2160, 1932. 10 J. of biol. Chem. 97, 663, 1932: 
Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse, ITI. Aufl., 8S. 199. Berlin, 
Jul. Springer, 1930. 1 J. of biol. Chem. 42, 267, 1920. 12 Kinzel 
hestimmungen vgl. Dissertation von P. Balint, Budapest 1936. 
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setzung, was unsere friihere Annahme! bestatigt, nach welcher die bei 
Sattigung von 0 bis 30 bzw. 30 bis 40°, niedergeschlagenen Fraktionen 
chemisch identisch sind, wenn die Abscheidung aus geniigend ver- 


diinnter Lésung erfolgte. Dies ist gleichzeitig ein Beweis dafiir, daB die 


beiden Eiweibfraktionen (von kleineren Verunreinigungen abgesehen 
chemisch homogen sind, d.h. keine Mischungen von Globulin und 
Albumin darstellen. Andererseits ersehen wir aus Tabelle V, daB die 
mit den verschiedenen Blutgruppen erhaltenen Ergebnisse lediglich Unter- 
schiede aufweisen, die innerhalb der Fehlergrenze liegen. 

Ahnliche Erfahrungen erhielten wir mit der dritten, vierten und 
fiinften Fraktion (Tabelle VI), doch haben wir hier nur eine kleinere 
Anzahl der Falle untersucht. Die Ergebnisse teilen wir nicht nach 
Blutgruppen ein, sondern geben nur die Mittelwerte ohne Riicksicht 
auf die Blutgruppen an. (Tabelle VI enthalt auch die Endmittelwerte 
der Tabelle V, ebenfalls ohne Riicksicht auf die Blutgruppen.) Diese 
Zusammenstellung soll lediglich die .Zusammensetzung der beiden 
SerumeiweiBkérper angeben. Die Fraktionen 3 bis 5 sind verschieden 
zusammengesetzt: Fraktion 3 und 4 sind wahrscheinlich ,,Ubergangs- 
fraktionen“, d. h. Mischungen von Globulin und Albumin. Méglicher- 
weise ist die Fraktion 5 schon ziemlich reines Albumin, doch bieten 
unsere Angaben dafiir keine sichere Gewahr. 

Wenn wir nun annehmen, da die Fraktionen 1 und 2 aus Globulin 
bestehen, und daB die Fraktion 5 geniigend reines Albumin ist, so 
kénnen die Zahlenwerte der Tabelle VI wie in der Tabelle VII formuliert 


Tabelle VI. 








l. 2. ; 4. D. 
Fraktipn 
fh ae 5,77 5,81 5,64 4,12 3,95 
Tryptophan . 2,65 2,57 2,18 0,99 0,68 
Cystin .. 2,73 2,57 2,82 4,84 5,39 
Methionin ; 1,76 1,76 1.76 1.24 1,32 
Ammoniak .. . 1,66 1,64 1,14 
Arginin 9,01 9,06 _ 
Tabelle VII. 
im im a im » im : 
Globu- Albu- : x Tita Globu- <Albu- ; 
a ) abge- abg 
lin min 5 lin min a 
; rundet 2 runde 
(a) (D) (a) () 
Tyrosin . . | 5,79 | 3,95 |1,46; 3:2 | Methionin . | 1,76 | 1,32 1,33 4:2 
Tryptophan 2.61 0,68 3,84 4:1 Ammoniak. 1,66 1,14 1,46 3:2 
Cystin .. | 2,65 | 5,39 1049; 1:2 | Arginin. . || 9,04 - 
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Tabelle VIII. 





Globulin Albumin 
Zahl der Zahl der 


g Globulin, g Albumin, 


welche Amino- Minimales welche Amine- Minimales 
1 Mol Molekiile ,, Mol- 1 Mol | Molekiile _, Mol- 
Aminoséure in 1 Mol Gewicht Aminosiure in 1 Mol Gewicht 
enthalten Globulin enthalten Albumin 
lyrosin . . 3120 10 31 200 4 580 7 32 100 
r'ryptophan 7820 4 31 300 30 000 1 30 000 
Cystin. .. 9060 3,5* 31 700 4 450 7 31 200 
Methionin . 8470 4 33 900 11 300 3 33 900 
Ammoniak . 1020 etwa 31 31 600 1 490 etwa 21 31 300 
Arginin .. 1030 17 32 800 - 
Mittel: 32 100 31 700 


* 3,5 Mole Cystin entsprechen 7 Molen Cystein 


werden. Die letzteren Zahlen gestatten andererseits das kleinste Mol- 
gewicht der beiden EiweiBstoffe, sowie die Anzahl der Aminosiure- 
molekiile zu bestimmen, welche in diesen kleinsten Molgewichten ent- 
halten sind. Diese Ergebnisse haben wir in Tabelle VIII zusammen- 
gefaBt. 

Die Ursachen der spektroskopischen Unterschiede zwischen den 
Serumglobulinen A und B liegen also weder in den Agglutininen und 
Gruppensubstanzen, noch in der chemischen Zusammensetzung der 
Globuline. So bleibt nur die Annahme, daB die Serumglobuline der 
Blutgruppen A und B Isomere sind. Werden die ,,alkalischen Er- 
héhungen“ tatsachlich durch die Enolisacion der Peptidbindungen 
hervorgerufen!, so laBt sich sagen, daB die Isomerie der beiden Serum- 
globuline sich in der Weise iuBert, daB die Peptidbindungen der Serum- 
globuline A durch Einwirkung von lauge .*ichter enolisiert werden als 
diejenigen der Serumglobuline B. Wa aber die Ae-Werte der Serum- 
ylobuline B schon urspriinglich hower sind als diejenigen der Serum- 
globuline A, ist es vielleicht noch wahrscheinlicher, daB die nativen 
Serumglobuline B von vornherein mehr Enolgruppen enthalten als die 
Serumglobuline A. 


Zusammentassung, 


1. In den Absorptionsspektren der Serumglobuline der Blut- 
gruppen A und B sind wohldefinierte Unterschiede festzustellen. Auf- 
fallend ist z. B., daB sich die Absorptionsmaxima der Serumglobuline A 
in alkalischer Lésung bedeutend erhéhen (,,alkalische Erhéhung“ 

- Amax)s Was bei den Serumglobulinen der Blutgruppe B nicht der 
Fail ist. 


1 Groh u. Weltner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 198, 267, 1931. 











J. Groh, L. Szélyes u. M. Weltner. 


2. Die beiden Globulinfraktionen der Sera der Blutgruppe 0 
(erhalten durch Sattigung mit (N H,),SO, bis 30 bzw. 30 bis 40 °,] sind 
je nach dem Geschlecht unterschieden: Bei Mannern sind die ersten, bei 
Frauen die zweiten Fraktionen vom Typus A (wesentliche ,,alkalisch: 
Erhoéhung“), dagegen sind die zweiten Fraktionen bei Mannern und die 
ersten Fraktionen bei Frauen vom Typus & (keine oder nur klein 
alkalische Erhéhung’*). 

3. Bei immunisierten Schafen gehéren die Globuline der Anti 


A-Immunsera dem Typus A (bedeutende ,,alkalische Erhéhung* 
diejenigen der Anti-B-Immunsera dem Typus B (keine oder nur kleine 


alkalische Erhéhung*‘) an. 

4. Die ,,alkalische Erhéhung* eines A-Serumglobulins wird nicht 
von dem f-Agglutinin hervorgerufen; wird einem A-Serum das f-Agglu- 
tinin entzogen, so zeigt das Globulin die ,,alkalische Erhéhung* un- 
verandert. 

5. Die .,alkalische Erhéhung‘ der. A-Serumglobuline wird auch 
nicht durch die ,,Gruppensubstanz‘ A verursacht. Die A-Gruppen- 
substanzen zeigen nimlich keine ,,alkalische Erhéhung™. 

6. Wir fanden keine Unterschiede im Aminosiuregehalt bei den 
Serumglobulinen und Serumalbuminen der verschiedenen Blutgruppen. 

7. Die spektroskopischen Unterschiede sind wahrscheinlich auf 
die Isomerie der betreffenden EiweiSstoffe zuriickzufiihren. 

Wir setzen unsere Untersuchungen fort. 





Die Bestimmung kleiner Arsenmengen in biologischem Material. 
Von 
Karl Hinsberg und Manfred Kiese. 
Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes und dem 
Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 25. Dezember 1956.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Unter den Methoden zur Bestimmung kleiner Arsenmengen nehmen 
die kolorimetrischen Verfahren, die auf der Reduktion eines Schwer- 
metalls durch das als Arsenwasserstoft abgetrennte As beruhen, wegen 
ihrer Empfindlichkeit und einfachen Handhabuny eine hervorragende 
Stellung ein. Seit der ersten Anwendung! ist die praktische Durch- 
fiihrung des Prinzips vielfach verandert worden, um die Schwierig- 
keiten zu tiberwinden, die teils allen As-Bestimmungen, teils besonders 
der in Rede stehenden entgegentreten: die vollstandige Abtrennung 
des im Ausgangsmaterial vorhandenen As, seine Reinigung von Stoffen, 
die die eigentliche Bestimmungsreaktion st6ren, und die Erzielung einer 
nach Ausdehnung und Farbton fiir eine bestimmte As-Menge méglichst 
vleichmaBigen Farbbildung auf dem Testpapier, die eine vergleichende 
Kolorimetrie gestattet. 

Im Laufe langerer Versuchsreihen, die zahlreiche As- Bestimmungen 
in tierischen Organen und Sekreten erforderten, bewahrte sich uns das 
methodische Prinzip in einer von den bisherigen etwas abweichenden 
Form, die einige Vorteile bot. Sie erscheint uns darum, trotz der vielen 
vorhandenen Varianten der Mitteilung wert. 

Prinzip des Verfahrens. Veraschung der organischen Substanz im 
Kjeldahl-Kolben aus As-freiem Glas? durch Perchlorsiure, Schwefel- 


sure und Salpetersiure. Abtrennung des As aus dem Veraschungs- 
gemisch als Trichlorid im Chlorwasserstoffstrom. Bestimmung des As 
im salzsauren Destillat durch Entwicklung von Arsenwasserstoff und 
Messung seiner Menge durch Reduktion von Goldchlorid; oder Ver- 
brennung mit Alkaliperoxyd, Aufnehmen in Saure, As-Bestimmung. 

Die vollstandige Veraschung der zu untersuchenden Substanz ist 
fiir die As-Bestimmung in Organen unerlaiBlich, gelingt aber nicht in 


1H. W.Gutzeit, Pharm. Ztg. 24, 236, 1879. * Siehe auch G. E. 
Lockemann, B.Fr.v. Bilow, Zeitschr. f. analyt. Chem. 94, 322, 1933. 
3 Herr Geh.-Rat Lockemann war so freundlich, uns lange vor der Ver 
offentlichung von seinen Untersuchungen (Zeitschr. f. analyt. Chem. 103, 
81, 1935) zu unterrichten und uns auf die Herstellung As-freier Glasgerate 
bei Schott und Gen., Jena, hinzuweisen. 
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jedem Falle ganz und ist meist eine zeitraubende Operation. Die Ve: 
aschung im Ajeldahl-Kolben mit Schwefelsiure, Perchlorsiure und 
Salpetersdure bewahrte sich hinsichtlich Erfolg und Geschwindigkeit 


vor anderen Verfahren. 

Zur Veraschung im Kjeldahl-Kolben wurden 10 bis 20g Organ mit 
20 bis 30cem konz. Salpetersiure angesetzt. Nach einer oder mehrere 
Stunden wurden 15 cem konz. Schwefelsdéure (spez. Gew. 1,84) und 15 cen 
konz. Perchlorséure (spez. Gew. 1,67) zugegeben. Darauf setzte meist ein: 
heftige Reaktion ein, die durch Zutropfen von rauchender Salpeterséur 
und Erwarmen unterhalten wurde. Verkohlung wurde sorgfaltig dure! 
rechtzeitige Zugabe rauchender HNO, vermieden. Sobald die Veraschungs 
tliissigkeit hell war, wurde starker erhitzt. Blieb das Gemisch hell, so wurd« 
weiter erhitzt, bis im Kolben weibe Perchlorsiurenebel auftraten, und dis 
Fliissigkeit dann noch etwa 5 Min. in leichtem Kochen gehalten. Zum Ze: 
setzen von Nitrosylverbindungen wurden nach Abkiihlen 20 cem gesattigt: 
Ammoniumoxalatlésung zugegeben und wieder bis zum Auftreten weibe: 
Nebel gekocht. Durch Verwendung von Perchlorsiure! wurde der Ver 
aschungsprozeB gegeniiber der Veraschung nur mit Schwefelsiure und 
Salpetersiure wesentlich beschleunigt. 

Urin wurde vor der Behandlung mit dem Dreisiuregemisch nac! 
Zugabe von rauchender HN O, im Verhaltnis 3: 1 auf ein Volumen von etwa 
10 cem eingeengt. Verwendet wurden 100 bis 200 cem Urin. 

Zur trockenen Veraschung der organischen Substanz wurden etwa 
0,5 g Pulver des getrockneten Organs im Tiegel mit der doppelten Menge 
Bariumperoxyd gemischt und mit 0,25 g Bariumperoxyd und 0,25 ¢ 
Natriumperoxyd iiberschichtet. Zup Ziindung wurde durch den durch 
lécherten Tiegeldeckel eine gliihende Glasperle (arsenfrei) eingeworfen 
Die Verbrennung war in wenigen Sekunden beendet; geringe Mengen von 
abgeschiedenem Ru®B wurden im Muffelofen bei-dunkler Rotglut innerhal)b 
10 bis 20 Minuten verbrannt. Tiegel und Deckel wurden nach dem Abkiihlen 
in einem Becherglas mit Salzsdiure langere Zeit behandelt, die salzsaure 
Lésung —- falls nétig —- konzentriert, auf ein bestimmtes Volumen aut 
gefillt und unmittelbar so zur Arsenbestimmung verwendet. Die Ab 
trennung als Trichlorid wurde nach der trockenen Veraschung unterlassen 

Der VeraschungsprozeB selbst ging bei dem Verfahren auBerordentlich 
schnell, vollstandig und ohne meBbare Verluste vor sich. Die Zeitersparnis 
gegeniiber der feuchten Veraschung im Dreiséuregemisch ging aber in det 
Vor- und Nachbehandlung wieder verloren. 

Nach der feuchten Veraschung erfolgte die Abtrennung des As als 
Trichlorid nach bewahrtem Verfahren?. 

Zum Veraschungsgemisch wurde die gleiche Menge Wasser zugegeben, 
zur Reduktion des fiinfwertigen As 8g Ferrosulfat und als Katalysato: 
2¢ KBr zugesetzt. Nach Zugabe von 50 ecm konz. HCl (spez. Gew. 1,19 
wurde der Kolben schnell mit einem Destillationsrohr verbunden, das in 


' L. Lematte, G. Boinot, BE. Kahane, M. Kahane, C. r. Acad. Se. 192, 
1459, 1931; FE. Kahane, ebenda 193, 1018, 1931; Bull. soc. chim. biol. 14, 
294, 1932; J. of Pharm. Chim. 19, 116, 1934. 2 L. Ramberg u. G. S76 
strom, Arsenikkommissionen, Bil. VIII und IX, 1919; LZ. Ramberg, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 114, 262, 1921. 
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einen Fresenius-Kolben (100 bis 150 cem) fiihrte. Die einzelnen Teile der 
Destillationsapparatur werden durch Schliffe verbunden. In dem gutge- 
kiihlten Fresenius-Kolben wurden 30 bis 40 cem Wasser vorgelegt. Uber 
voller Flamme wurde 8 bis 10 Minuten destilliert, wobei etwa 20 cem Fliissig- 
keit iibergetrieben wurden. Von dem stark sauren Destillat wurde jeweils 
ein aliquoter Teil verwandt, da am gleichen Destillat auch Bestimmungen 
mit anderen Verfahren durchgefiihrt wurden. 

Die Abtrennung des As als Trichlorid kann unterlassen werden, wenn 
kleine Mengen leicht und sicher vollstandig veraschbarer Substanz analysiert 
werden. Diese Vereinfachung geht manchmal auf Kosten der Genauigkeit, 
doch kann fiir eine Reihe von Fragen die so erreichbare Genauigkeit aus- 
reichend sein. 

Das Bestimmungsverfahren. Die Bestimmung wurde in einem der 
abgebildeten Apparate (Abb. 1, 2) durchgefiihrt. Die erste Form war 
in den gegebenen Abmessungen 


Filtrienpaprer m 
zur Bestimmung von Arsen- * Goldchlorid 


mengen von 0,5 bis 20 y ge- | 
. . . . MyRojn 
eignet, die zweite Form zur Be- | “abe mm 


stimmung von 0,05 bis 1 y Arsen. i fj 
In das EntwicklungsgefiB (1) S | Blevacetat 
von 100ecm Inhalt (Abb. 1) Tah 

wurden 15 bis 20g granuliertes 
Zink und 20cem Wasser ge- 





geben. Durch Zusatz von 3 

bis 4 Tropfen 10° iger Kupfer- 
sulfatlésung wurde das Zink 
verkupfert. Das kleine Wasch- 

vefaR (2) von etwa 12 cem Inhalt 

wurde zur Absorption von 
Schwefelwasserstoff mit 7 bis 

Scem 10n Natronlauge be- | 
schickt. Uber die Offnung des — v2Mad# 
10 cm langen Trichters (3) mit 





Abb. 1. Abb. 2. 


etwa 20 mm lichter Weite wurde ein Filter festgebunden oder auf- 
geklebt. Auf das Filter wurden 2 Tropfen 1°¢iger Goldchloridlésung 
getropft und das salzsaure Trichloriddestillat oder das saure Veraschungs- 
gemisch nach Zugabe von 4 bis 5 Tropfen 20°iger Stannochlorid- 
lésung (SnCl, in Salzsiure, spez. Gew. 1,19, gelést) zur Reduktion 
fiinfwertigen Arsens durch den Hahntrichter in das EntwicklungsgefaB 
eingelassen. Reichte die Saure nicht zur ausgiebigen Wasserstoff- 
entwicklung aus, so wurde Salzséure nachgegeben. — Die Abmessungen 
des kleineren Apparates sind aus Abb. 2 ersichtlich. Der Durchmesser 
des Glasrohres betrug 7 mm; es war mit Bleiacetatpapier ausgekleidet 
und unten spitz ausgezogen, trug seitlich eine Offnung, so daB Kondens- 
rasser abtropfen konnte. Der obere Rand des Glasrohres war plan 
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geschliffen: auf ihn wurde ein Filtrierpapier aufgebunden und mit 
Goldchlorid (1°) getrankt. In das EntwicklungsgefaB wurden 10 g 
Zink und die zu untersuchende Substanz mit 25 ccm etwa 10%iger 
Salzsdiure oder Schwefelsaure gegeben und der Stopfen mit Rohr sofort 
aufgesetzt. Um eine moéglichst gleichmaBige Gasentwicklung zu gewahr- 
leisten, wurde das EntwicklungsgefaB in ein Wasserbad von 25° gestellt. 
Beide Formen der Bestimmungsapparate kénnen durch Anderung der 
Abmessungen fiir andere Bestimmungsbereiche passend gemacht 
werden. Die verwendeten Chemikalien wurden im Blindversuch auf 


ihren Arsengehalt gepriift. 

Bei Durchtritt durch das mit Goldchlorid getrankte Filter reduzierte 
der Arsenwasserstoff das Goldchlorid!. Das dabei entstehende fein- 
verteilte elementare Gold farbte das Filter im Bereich der Filteréffnung 
violett. Die Farbstirke des scharf begrenzten violetten Fleckes entsprach 
der Menge As Hg, die das Filter erreichte. Die in der Probe vorhandene 
As-Menge wurde im Vergleich mit Testflecken abgelesen. 


Die Ablesung der Flecke war. im Bereich von 0,5 bis etwa 10,0 y 
auf 0,5 y genau, dariiber auf 1,0 y méglich. Bei dem kleineren Apparat 
werden Unterschiede von 0,05 y erkennbar. Im ganzen Analysengang 
wurde meist eine Genauigkeit erreicht, die dicht an den Ablesefehler 
heranreichte. GréBere Fehler wurden haufiger beobachtet, wenn das 
Veraschungsgemisch unmittelbar zur Bestimmung verwandt wurde. 
Recht selten waren solche Fehler, wenn das As aus dem Veraschungs- 
gemisch als Trichlorid durch Destillation abgetrennt und die Be- 
stimmung mit dem Destillat durchgefiihrt wurde. 


Die Verwendung von Goldsalz zur Bestimmungsreaktion bot gegeniiber 
der friiheren Verwendung von Silber- oder Quecksilbersalzen mehrere 
Vorziige. Wie vergleichende Untersuchungen ergaben, war bei der violetten 
Farbe gegeniiber der zitronengelben oder gelbbraunen bei Verwendung 
von Silber- bzw. Quecksilbersalzen eine bessere Differenzierung der durch 
verschiedene AsH,-Mengen bedingten Farbintensititen méglich. Auch die 
absolute Empfindlichkeit des Goldchlorids war gréBer als die des Silber- 
nitrats und Quecksilberbromids. Wahrend 1 » Arsen auf dem Felde von 
2em Durchmesser bei Silbersalzdurchtrankung nur in der Mitte einen 
kleinen schwachen gelben Fleck gab, bewirkte die gleiche Menge am Gold- 
salzfilter noch eine deutliche, das ganze Feld erfiillende Violettfarbung. Die 
Reduktion des Goldchlorids erfolgt sehr schnell, so da8 auch bei schneller 
Entwicklung des AsH, keine Verluste eintraten. Die Oxydation des As 
durch Goldchlorid geht bis zum As,O;, wodurch neben der leichter wahr- 
nehmbaren violetten Farbe die gréB8ere Empfindlichkeit der Reaktion 
bedingt wird. Eine merkliche Reduktion des Goldchlorids durch reinen 
Wasserstoff wurde unter den Bedingungen der Versuchsanordnung nicht 


1 Soubeiran, Ann. chim. phys. 43, 407, 1830; E. Rupp, Ber. chem. 
Ges. 85, 2011, 1902; L. W. Winkler, Chem. Centralbl. 1917, II, 39; Pharm. 
Zentralhalle 62, 125, 1921. 
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eobachtet. Die violetten Goldflecke waren ferner bestandiger als die im 
\g- oder Hg-Salz entstehenden gelben Flecke Die Testflecke wurden 
iach der Herstellung mehrstiindig mit absolutem Alkohol behandelt, mit 
\ther getrocknet und mit Lack tiberzogen. Sie hielten sich dann moglichst 
venig dem Licht ausgesetzt einige Wochen. 

Gelegentlich wich bei den Flecken der Farbton ein wenig mehr zum Rot 
ib. Bei Beurteilung im auffallenden und durechfallenden Licht waren solche 
Klecken nach einiger Erfahrung gut verwertbar. 

Von den bisher meist verwandten Quecksilber- und Silbersalzflecken 
erwiesen sich uns die gelben bis braunen Flecken auf Filtrierpapier, das mit 
vesittigter Quecksilberbromidlésung getrankt war, bestandiger und quanti- 
tativ leichter differenzierbar als die gelben Flecke auf Papier, das mit 66° 
Silbernitracl6sung getrankt war'. 

Bei dem Verfahren ist eine Entfernung von Schwefelwasserstoff aus 
dem Wasserstoff-Arsenwasserstoffstrom nétig, da kleine Mengen Schwefel 
wasserstoff nicht selten im Entwicklungsgefils auftreten und die Bestimmung 
durch Umsetzung mit den Schwermetallsalzen st6éren. Bei den friiheren Vet 
fahren wurde die Schwefelwasserstoffabsorption wenn iiberhaupt mit 
Bleisalzen durchgefiihrt, indem der Wasserstoffstrom iiber Bleipapier ode1 
durch mit Bleisalzl6sung getriankte Watte geleitet wurde. Wir beschickten 
anfangs ebenfalls das WaschgefaB (2) mit Bleiacetatlésung. Bleisalze 
werden ebenfalls vom AsH, reduziert, wenn auch ganz erheblich langsame 
als Gold-, Silber- und Quecksilbersalze. War die Entwicklung des As H 
von Versuch zu Versuch nicht zu ungleichma®ig, so konnte der kleine 
Fehler ziemlich konstant und damit belanglos sein. Wir konnten ihn aber 
ganz ausschalten durch Verwendung von konz. Natronlauge zur Schwefel- 
wasserstoffabsorption. Genaue Messungen der Arsenwasserstoffléslichkeit * 
ergaben, daB AsH, von 10 n Natronlauge im Gegensatz zu Wasser und 
anderem nicht meBbar absorbiert wird. Versuche, bei denen ins Entwick- 
lungsgefaB verhaltnisméiBig grofe Mengen von Sulfid gegeben wurden, 
erwiesen, dali Schwefelwasserstoff die Bestimmung nicht stérte und restlos 
in der Vorlage zuriickbehalten wurde. Die Lauge wurde bis zur deutlichen 
Triibung durch Sulfid und Carbonat fiir mehrere Versuche verwendet. 


Siehe auch G. E£. Lockemann, B.Fr.v. Bilow, Zeitschr. f. analyt. 
Chem. 94, 322, 1933. - 2 F. Gebert, Unveréffentlichte Untersuchungen 
im pharmakol. Institut Berlin; siehe auch G. Joachimoglu, Arch. f. exper. 
Path. u. Pharm. 85, 32, 1920. 











Die quantitative Bestimmung kleiner Blausiuremengen. 
Von 
Knud ©. Moller und Kristinn Stefansson (Reykjavik), 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitit Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 4, Januar 1937.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Uber die quantitative Bestimmung sehr kleiner Blausdéuremenge: 
liegen nur wenige Arbeiten vor. Die zur Verfiigung stehenden grund 
sitzlichen Methoden sind folgende: 

1. Argentometrische Bestimmung: Durch Fallung als Silbereyanid 
laBt sich Blausdure entweder gravimetrisch oder titrimetrisch bestimmen 
Die betreffenden Methoden sind zuverlassig, aber fiir die Bestimmuny 
ganz kleiner Mengen nicht geeignet, weshalb sie in der vorliegenden 
Arbeit nicht beriicksichtigt wurden. 

2. Kolorimetrische Bestimmung: Blausiure gibt verschiedene Farh 
reaktionen, welche mit mehr oder weniger groBem Erfolg zur quanti 
tativen Bestimmung angewandt wurden. Wie zuerst von Hlasiwetz' 
angegeben, gibt Cyanwasserstoff durch Erhitzung mit einer alkalischen 
Pikratlésung eine rote Farbung. Die Farbreaktion ist auBerordentlich 
empfindlich und wurde von verschiedenen Forschern zur quantitativen 
Blausaurebestimmung benutzt. 

3. Die jodometrische Bestimmung \aBt sich in verschiedener Weise 


ausfiihren. Eine vorziigliche Methode ist das von Schulek? angegebene 


Verfahren: Oxydation von Cyanwasserstoff in saurer Lésung mittels 
Brom und Bestimmung des hierdurch gebildeten Bromeyvans durch 
Titration mit Thiosulfat. : 

Im nachstehenden wird iiber eine Reihe von Untersuchungen 
berichtet, teils iiber die Méglichkeit, die von Schulek angegebene Methode 
auch fiir die Bestimmung sehr kleiner Cyanwasserstoffmengen zu_ be 
nutzen, teils tiber die Verwendbarkeit der von Hlasiwetz gefundenen 
Farbreaktion fiir kolorimetrische und photometrische Blausaure 
bestimmung. 


Jodometrische Bestimmung von Blausiiure nach Schulek-Lang. 


Bei der von Schaulek (1. ¢.) angegebenen Methode werden sowohl Cyanid: 
als auch Rhodanide in phosphorsaurer Lésung mit iiberschiissigem Bron 
oxydiert, wodurch nach folgender Reaktionsgleichung Bromeyan gebildet 
wird. 

1. HCN + Br, = CNBr + HBr. 

2, HCNS + 4Br, + 4H,O = CNBr + 7HBr + H,S0Q,. 


! Hlasiwetz, Liebigs Ann. 110, 289, 1859. 2 E. Schulek, Zeitschr. tf. 
anal. Chem. 62, 337, 1923. 
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Der BromiiberschuB wird nach Schulek mittels Phenol entfernt. Das Cyan- 
rromid ist in sechwach saurer Lésung haltbar; mit KJ bildet es freies Jod. 


3. CNBr + 2HJ HCN + J, + HBr. 
Diese Reaktion zwischen Bromeyan und Kaliumjodid verlauft langsam, 
weshalb Schulek die Analysenlésung ' , Stunde stehen lat, bevor das Jod 
mit Thiosulfat titriert wird. 

Wir haben die von Schulek angegebene Analysenmethodik gepriift, 
ohne aber vollig befriedigende Ergebnisse zu erreichen. 

R. Lang! hat Schuleks Methode einer griindlichen Untersuchung 


unterzogen und nachgewiesen, daB der BromiiberschuB, falls in phosphor- 


saurer Lésung gearbeitet wird, am besten mittels Ferrosulfat entfernt 
wird. Ferner hat Lang den Reaktionsverlauf zwischen Bromeyan und 
Jodkalium sowie bei der nachfolgenden Thiosulfattitration untersucht : 
aus diesen Untersuchungen geht folgendes hervor: 


Die Reaktion zwischen Bromeyan und Jodid (Gleichung 3) verlauft, 
wie bereits von Schulek nachgewiesen, langsam. Es ist indessen nicht not- 
wendig, dafi die Reaktion vor Beginn der Thiosulfattitration beendet ist. 
Die Titration kann unmittelbar nach Zusatz von KJ in Angriff genommen 
werden, falls die Konzentration des letzteren eine gewisse Héhe (ungefih: 
1°,) hat. Dies 1aBt sich durch den Umstand erklaren, daB sich das Thio- 
sulfat nicht allein mit dem gebildeten freien Jod, sondern auch unmittelbar 
mit dem Bromeyan umsetzt und zwar wahrscheinlich unter Erzeugung 
von Zwischenprodukten, die eine Beschleunigung der Oxydation des Jodids 
hbewirken. Durch Titration unmittelbar nach Zusatz von Kaliumjodid wird 
erreicht, daB die Jodkonzentration fortwahrend niedrig bleibt, wodurch 
eine Reaktion zwischen dem gebildeten freien Jod und dem Ferrosulfat 
verhindert wird, selbst wenn ein groBer UberschuB des letzteren vorhanden 
ist (eine Reaktion zwischen Ferrosulfat und freiem Jod wiirde zu niedrige 
Analysenresultate ergeben). 

Rhodanwasserstoff und Rhodanide verhalten sich bei dieser Analyse 
genau wie Cyanwasserstoff und Cyanide. 


Auf Grundlage der Arbeiten von Schulek und Lang wurde eine 
Analysenmethodik fiir kleine Blausiuremengen ausgearbeitet. 


Methodik der jodometrischen Bestimmung. 
Reagenzien : 

Konzentrierte (sirupése) Phosphorséiure. 
Gesattigtes Bromwasser. 
Pulverisiertes Ferrosulfat, darf nur wenige Stunden nach Pulveri- 
sierung benutzt werden. 
106° ige Kaliumjodid-Lésung. 
Thiosulfatlésung zur Titration. 


Austihruny. 


Die Cyanwasserstofflosung wird in einem 100 ccm fassenden Mel kolben 
mit ungefaihr 8 cm langem Hals und gut schliebendem Glasstopsel abgemessen. 
Konzentrierte Phosphorsaiure wird in den nachstehend angegebenen Mengen 


1 R. Lang, Zeitschr. f. anal. Chem. 67, 1, 1925—1926. 
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zugesetzt. Der Zusatz mul rasch vorgenommen werden und der Kolben soto: 
geschlossen werden. Die Lésung wird mit Bromwasser bis zur deutliche: 
Gelbfarbung versetzt. Der BromiiberschuB® wird durch Zusatz von pulver 
siertem Ferrosulfat entfernt. Bleibt ein Teil desselben am Hals des Kolben 
kleben, so wird er durch Schiitteln in Lésung gebracht. 

Der Glasst6psel und der Kolbenhals werden mit einigen ccm Wass: 
vespiilt, um die ganze Analysenmenge am Boden des Kolbens zu sammeln 
Eine 10°, ige Kaliumjodidlésung wird in der unten angegebenen Meng 
zugesetzt und soforthiernach wird mit Thiosulfat titriert (Starke als Indikator 


Fiir 10 bis 20 ecem Cyanwasserstofflésung werden 
1 ,, konzentrierte Phosphorsiure und 
2 ,, 10° ,ige KJ-Lésung 
benutzt. 
Fir 20 bis 50 cem Cyanwasserstofflésung 
2 ., konzentrierte Phosphorsaéure und 


5 , 10% ige KJ-Lésung. 


Dies gilt bei Mengen von weniger als 4 bis 5mg HCN in der Analyse, 


bei gré6Beren Mengen wird Kaliumjodid in der doppelten der oben angegebenen 
Menge benutzt, wahrend die Phosphorsiuremenge unverindert bleibt. 

Bei Analysen von Destillaten. aus Organen und dergleichen wird de: 
Cyanwasserstoff am zweckmaBigsten in einer Vorlage mit 2 ccm 2n NaOH 
aufgenommen. Die Neutralisation von 2cem 2n NaOH _ beansprucht 
0,2 cem konzentrierte Phosphorsiure. Da die Phosphorsiurekonzentration 
etwas schwanken kann, ohne da} das Analysenergebnis hierdurch beeinflubt 
wird, ist es nicht notwendig, die fiir die Neutralisation des Natriumhydroxyd- 
beanspruchte Menge zu_ beriicksichtigen. 


Berechnung. 


leem n/l0 Thiosulfat entspricht 1,351 mg HCN. 


Bemerkungen zur Methodik. 


Von Wichtigkeit ist die Anwendung eines Glaskolbens mit langem 
Hals, da sonst beim Zusatz der Phosphorsiure Cyanwasserstoff ent 
weichen kann. Ferner ist zu beachten, daB der Kolben nach Ent- 
fernung des Bromiiberschusses mittels Ferrosulfat griindlich geschiittelt 
wird, weil im Kolbenhals Bromdampf vorhanden sein kann, welcher bei 
der nachfolgenden Titration etwas Thiosulfat verbraucht. Bei Titration 
von Analysen mit einem Gehalt von 1mg HCN und weniger wurde 
eine | cem Mikrobiirette benutzt, welche eine Ablesung von 0,001 com 
erméglicht. 

Mittels der oben dargestellten Analysentechnik wurde eine Reihe 
von Analysen an KCN-Lésungen bekannter Starke (durch Titration 
mit Silbernitrat bestimmt) ausgefiihrt (siehe Tabelle 1). 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, arbeitet die benutzte Analysen 
methode mit groBer Genauigkeit bei Bestimmungen von HCN in Mengen 
zwischen 0,02 und 20 mg. Bei diesen Mengen war der Analysenfeble: 


nicht gréBer als 3° und in den meisten Fallen nicht gréBer als 2°. 
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Tabelle I. 





mg HCN Verbrauch von mg HCN Differenz Fehler 


berechnet Thiosulfat gefunden mg 


0.0166 0,258 cem n/200 0,0174 + 0,0008 
0.0332 0,500 . n/200 0.0338 + 0,0006 
0.0670 0,965 , n/200 0.0652 0.002 
0,100 1475 . n/200 0,0996 0.0004 
0,133 1,98 » n/200 0,134 + 0,901 
0,167 244 . n/209 0,165 — 0,002 
0,333 4,90 . n/200 0,331 ~ (002 
0,830 0,595 . n/10 0,809 0.021 
1.33 0,970 . n/10 1,31 — (),02 
3,33 246 ., n/10 3.82 0,01 
8,33 Gtk, mid 8,25 0,08 
16,66 12,11 , n/10 16,36 0,30 


Bei Bestimmungen an Destillaten aus Organen, welche keine Blau- 
saure enthielten, wurde bei der Titration kein Thiosulfatverbrauch 


gefunden. Vorhandensein von H,S in der Analyse stért die Analysen- 


ergebnisse nicht. 

Die genannte Methode mu deshalb als eine sowohl empfindliche als 
zuverldssige sowie ferner als eine fiir die forensisch-chemische Anal ys 
besonders gut geeignete Methode bezeichnet werden. Fir getrennte Be 
stimmung von Cyaniden und Rhodaniden, wenn dieselben in Lésung 
zusammen vorhanden sind, hat Lang ein Verfahren angegeben. 


Kolorimetrische Blausiurebestimmung. 

Cyanwasserstoff gibt bekanntlich beim Erhitzen mit einer alkali- 
schen Pikratlésung eine rote Farbung, welche durch Bildung des Alkali- 
salzes der Isopurpursiure bedingt ist. Diese Farbreaktion wurde von 
Durien! zar quantitativen Bestimmung von Blausaure in ,, Bitter- Mandel- 
wasser** ausgenutzt, und die Methode wurde von Runne* nachgepriift 
und als zuverlassig bezeichnet. Fiir die Bestimmung von Cyanwasser- 
stoff in Organ-Destillaten hat Wadller® eine auf derselben Farbreaktion 
fuBende Methode ausgearbeitet. Diese Methode wurde bei einer gréBeren 
Arbeit von Holbéll* mit gutem Erfolg benutzt. 

Die in der Arbeit von Holbéll angegebene Zusammensetzung der 
Standardlésung diirfte unrichtig sein, da die von ihm angegebenen Pikrin- 
siure- und Natriumcarbonat-Konzentrationen doppelt so hoch sind wie die 


von Waller benutzten, und eine Lésung mit den angegebenen Konzentrationen 
iiberhaupt nicht herstellbar ist. Die von Holbéll benutzte Erhitzungszeit 


' Durien, Jahresber. Pharmazie 37, 439, 1902. — * Rumne, Apoth. 
Ztg. 24, 357, 1909. 3 A.D. Waller, J. Physiol. 40, Proceed. Physiol. 
Soc. S. 157, 1910. 4 8. A. Holbéll, Experimentelle Studier over Cyan- 
brinteforgiftningen, Kopenhagen, 1924 (Danisch). 
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von 15 Minuten bei 50° fiihrt nicht sicher zu reproduzierbaren Ergebnisse: 
(s. unten). Die genannte Methode ist von Hagen! angefochten worden 


Bei Wallers Methode wird eine Keihe verschiedener Standardlésungen 


verschiedener Starke hergestellt, und die unbekannte Lésung wird dure! 
Kolorimetrieren mit einer dieser Standardlésungen verglichen. Wie unte: 
nachgewiesen werden wird, ist das Beersche Gesetz fiir die Farblésung nu: 
innerhalb eines sehr engen Konzentrationsbereiches von Cyanwasserstofi 
giiltig; auBerhalb dieses Bereiches ist es nicht méglich aus dem Verhaltni 
zwischen Schichtdicke der Standardlésung und der Analysenl6sung di: 
HCN-Konzentration wie sonst bei einer kolorimetrischen Bestimmung 
zu berechnen. Trotzdem ist es méglich mit dieser Methode befriedigend: 
Ergebnisse zu erreichen, und zwar durch Herstellung so vieler Standard 
losungen, dafi die Konzentration der unbekannten Lésung nur sehr wenig 
von derjenigen der Standardlésung abweicht. 

Smith? dagegen verfahrt so, da® er nur eine einzige Standardlésung 
benutzt und die Analyse bis auf eine dieser Standardlésung ungefahr ent 
sprechende Konzentration verdiinnt. Die von Smith benutzte Standard 
lésung enthalt in 25cem 55 7 HCN (bei einer Schichtdicke von 20 mm 
Eine Untersuchung dariiber, ob das Lambert-Beersche Gesetz fiir die Farb 
losung Giiltigkeit hat, fehlt. 


Um die Leistungsfihigkeit der von Smith angegebenen Methode 
zu priifen, haben wir eine Reihe von Analysen ausgefiihrt und insbesondere 
die Bedeutung des Cyanidgehalts der Standardlésung untersucht 
Im Gegensatz zu Smith wurde von uns ein Leitz- Biirker-Kolorimete: 


benutzt, welches eine vollstaéndige Kompensation der Eigenfarbe de) 


Pikrinséure erméglicht. 


Kolorimetrische Bestimmung von Cyanwasserstoff nach Smith. 
Reagenzien : 


1. Gesattigte Pikrinséurelésung. 
2. 5°, ige Na,CO,-Lésung. 
Ausfihrung : ’ 

3cem gesittigte Pikrinsdéurelésung und I cem 5°, ige Na,CO,-Lésung 
werden in einem 25 ccm MeBkolben abgemessen, wonach | eem Cyanidlésung 
zugesetzt wird. In gleicher Weise wird in einem anderen Kolben die Standard 
lésung zubereitet und zwar unter Zusatz von 40 bis 80 y HCN in 1 cem 
Lésung. In einem dritten Kolben wird eine Pikratl6sung zubereitet, welche 
wie die iibrigen Lésungen hergestellt und behandelt wird, nur daB dic 
Cyanidlésung durch 1 cem Wasser ersetzt wird. Die Kolben werden im 
siedenden Wasserbad 5 Minuten stehengelassen und sofort danach unter 
flieBendem. Wasser abgekiihlt, wonach mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt 
wird. Die Kolorimetrie erfolgt im Leitz-Biérker- oder ahnlichem Kolorimete: 
mit Kompensationseinrichtung, mit Pikratl6sung als Kompensations 
fliissigkeit und Standardlésung in Schichtdicke 10 mm. 


Eine kolorimetrische Methode muB erlauben, daB die Starke det 
Analyse um 50 bis 100°, von der Konzentration der Standardlésung 


' 8S. Ktihnel-Hagen, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmitt. 55, 284, 192%. 
— *? R.G. Smith, J. Amer. chem. Soc. 51, 1171, 1929. 
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abweichen kann, ohne dab die Bestimmung hierdurch beeinfluBt wird. 
In welchem Grade diese Forderung bei der oben beschriebenen Methode 
und bei Standardlésungen verschiedener Konzentrationen erfiillt ist, 
ist aus der Tabelle I] ersichtlich. 


Tabelle II. 
Die Cyanidkonzentration ist in 77> HCN in 25 cem Farblésung angegeben. 
Die Schichtdicke der Standardlésung betragt in saimtlichen Fallen 10,00 mm. 





y HCN Kolorimeterablesung 
in der Analyse Mittel wert 
berechnet in mm 


y HCN im 
Standard 


y HCN Fehler 
gefunden 


20, 10,4 etwa 25 bis 26 etwa 8 —etwa 20 
20, 41,5 4,49 46,1 + 11 

41,5 20,7 20.61 20.3 — 20 
41,5 83,0 5,07 82,2 1,0 
83,0 41,5 19,92 41,6 + 0,2 
83.0 125 6,77 123 1,3 
125 83,0 14,18 88,0 + 6,0 
125 208 6,37 195 — 58 
208 125 15,02 138 + 10,6 
208 415 5,70 364 — 12,2 


Wie aus der Tabelle I] hervorgeht, gibt ein HCN-Gehalt der Stan- 
dardlésung von 40 bis 85 y in 25 ccm sehr genaue Ergebnisse, selbst 
wenn die Konzentration der Analyse 50 bis 100°, von der Standard- 
lésung abweicht. AuBerhalb dieses Bereiches werden die Fehler immer 
gréBer, je mehr die Konzentration der Standardlésung von dem ge- 


nannten optimalen Konzentrationsbereich abweicht. Die Fehler variieren 


in ganz typischer Weise: Enthalt die Standardlésung weniger als 
40 bis 85 y HCN /25 ccm, so werden die Ergebnisse bei niedrigen Konzen- 
trationen der Analyse zu niedrig, bei hohen Konzentrationen zu hoch 
sein: und umgekehrt: wenn die Konzentration der StandardJésung 
héher ist als 40 bis 85 y/25 ccm, so werden die Analysenergebnisse bei 
niedrigen Konzentrationen zu hoch und bei hohen Konzentrationen 
zu niedrig (vgl. den Abschnitt ,,Stufenphotometrische Bestimmung und 
Abb. 1). 

Bei den im nachstehenden berichteten Untersuchungen iiber die 
Bestimmung von Blausdure mittels des Pulfrich-Photometers wurde 
in guter Ubereinstimmung mit obigen Ausfiihrungen nachgewiesen, 
daB das Beersche Gesetz fiir Cyanid-Pikratgemische nur bei Konzen- 
trationen zwischen 40 und ungefahr 110 y HCN in 25 cem Farblésung 
Giltigkeit hat. 

In der Tabelle II] ist eine Reihe kolorimetrischer Analysen, bei 
welchen eine Standardlésung mit 84,6 y/25cem HCN benutzt wurde, 
aufgefiihrt. 


Biochemische Zeitschrift Band 2%). 
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Tabelle III. 


Standardlosung: 84,67 HCN in 25 cem, Schichtdicke 10 mm. 





y HON y HCN Differenz Fehler yHCN y HCN Differenz 
berechnet gefunden ‘ berechnet gefunden 

76,2 s6 ; 1,! 50, 49.9 — 0,8 

67,6 6, -1, ) 2,¢ 1,1 

59,2 


Die hier vorliegenden Untersuchungen erweisen somit, dap es be: 
Innehaltung eines gewissen Konzentrationshereichs in der Standardlésuny 
sowie in der Analysenlisung méglich ist, HCN bis auf 20 y hinab mit 
einem Fehler, welcher nur ausnahmsweise 2°), tiberschreitet, zu bestimmen 

In bezug auf Spezifitat der Farbreaktion, Haltbarkeit der Standard- 
lésung usw. sei auf Untenstehendes verwiesen, wo auBerdem iiber dic 
optimalen Bedingungen (Pikrinsiurekonzentration, Alkalikonzentration 
Dauer der Erhitzung usw.) fiir die Erreichung maximaler Farbintensitat 
berichtet wird. Die von Smith benutzten Reaktionsbedingungen sind, 
wie sich spaterhin herausstellen wird, nicht optimal. Es empfiehlt sich 
deshalb, falls man Cyanwasserstoff kolorimetrisch zu bestimmen wiinscht, 
sich des im nachstehenden Abschnitt angegebenen Verfahrens zur Her- 
stellung der Farblésung zu bedienen. 


Stufenphotometrische Bestimmung von Cyanwasserstoff. 

Weit besser als mittels eines Kolorimeters lassen sich die optimalen 
Bedingungen irgendeiner Farbreaktion mittels Pulfrichs Stufenphoto- 
meter untersuchen. 

Wahl des Filters. Die Bestimmung der Absorptionskurve teils 
fiir Cyanid-Pikratlésungen (mit Kompensation der Eigenfarbe de1 
Pikrinsaure) teils fiir eine alkalische Pikratlésung ergab folgendes: 
Bei’ Benutzung des Filters 853 (530 mu) absorbiert das lsopurpursaure- 
salz des Cyanid-Pikratgemisches kraftig, wahrend eine Pikratlésung 
innerhalb des betreffenden Lichtbereichs nichts absorbiert. Bei An- 
wendung des Filters S50 (494 my) absorbiert das [sopurpursauresalz 
noch kraftiger als bei dem Filter S 53, gleichzeitig absorbiert aber auch 
die Pikratlésung innerhalb dieses Bereiches betrachtlich. Die Messungen 


erweisen somit, daB S 53 das am besten geeignete Filter ist. 


Grope des Carbonatzusatzes: Die Bestimmung der Lichtabsorption 
(Filter S 53) von Cyanid-Pikratgemischen mit wechselndem Natrium- 
carbonatgehalt ergab folgendes: Auf Carbonatzusatz in Mengen, welche 
kleiner sind als die der Pikrinséure aquivalente Menge, folgt keine oder 


jedenfalls eine nur auBerst schwache Farbreaktion. Zusatz einer der 


Pikrinsaure aquivalenten Carbonatmenge gibt maximale Farbintensitat ; 
ein maBiger CarbonatiiberschuB andert die Farbintensitaét nicht. Ein 
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uroBer CarbonatiiberschuB gibt eine schwachere Farbe als die nach 
Zusatz einer aquivalenten Carbonatmenge eintretende, was durch 
Reaktionsverschiebung in der Fliissigkeit bedingt ist. Dies geht daraus 
hervor, daB nach Zusatz von Natriumhydroxyd anstatt Carbonat die 
gleiche maximale Farbintensitaét eintritt, wenn eine der Pikrinsaure 
iiquivalente NaOH-Menge benutzt wird. UberschuB von Hydroxyd 
bewirkt aber eine weit gr6Bere Herabsetzung der Farbintensitat als die. 
welche durch CarbonatiiberschuB hervorgerufen wird. 

Bei dem nachstehend angegebenen Verfahren werden 0,1 g Pikrin- 
sure benutzt, was in Aquivalenten berechnet ungefahr 0,5cem n Na,C O,- 
Losung entspricht; als Carbonatzusatz wurde Icem n Lésung gewihlt. 
Dieser CarbonatiiberschuB andert nichts an der Farbintensitat. 

KinfluB der Pikrinsduremenge: Die héchste Farbintensitat wird 
mit 7 bis 12 cem 1 %iger Pikrinsdurelésung erreicht. Bei der Methode 
nach Smith wird erheblich weniger Pikrinséure verwendet {1 cem ge- 
sittigter Lésung entspricht 1,22ccem 1° ,iger Lésung (bei 20°)|. Wir 
verwendeten als geeignete Menge 10 ccm 1°,iger Pikrinsdurelésung, aus 
dem reinsten Handelspraparat hergestellt. Es wurde untersucht, ob ein 
reines Handelspriparat durch weiteres Umkristallisieren andere Er- 
vebnisse liefert als ein nicht behandeltes; dies war nicht der Fall. 

Reaktionsvolumen: Das Volumen der Cyanid-Pikratlésung wahrend 
der Erhitzung wurde variiert, wobei sich ergab, daB groBe Volumen- 
schwankungen praktisch ohne EinfluB sind. In der vorliegenden Arbeit 
wurde deshalb ein Reaktionsvolumen von l6cem gewahlt (10 cem 
Pikrinsdurelésung +-1lecem Carbonatlésung + 5ecem Cyanidlésung). 

Kinfluf des Erhitzens: Bei Zimmertemperatur stellt sich die charak- 
teristische Farbung erst nach langer Zeit ein. Im nachstehenden sind 
die Ergebnisse der Absorptionsmessungen an dem von uns benutzten 


Cyanid-Pikratgemisch bei verschiedenen Temperaturen und in_ver- 
schiedenen Zeitraumen aufgefiihrt. Die Farbintensitat ist in Prozenten 


der maximalen Farbintensitat d. h. der héchsten bei 100° erzielbaren 


Farbintensitat angegeben. 


Tabelle IV. 

10 cem 1°, iger Pikrinsaéurelésung leem n Na,CO, 124.5 7 HCN 
in 16cem werden im _ siedenden Wasserbad verschieden lange erhitzt. 
Die gréBte Extinktion wird 100 gesetzt und die iibrigen gemessenen 
Werte darauf bezogen. Filter S 53, Kiivettenlinge 10,12 mm. 





Erhitzungs- Ik arbstirke Erhitzungs- Farbstarke Erhitzungs- Farbstirke 
zeit (100°) in 9/5 des zeit (100°) in %Jg des zeit (100°) in des 
maximalen maximalen maximalen 

Min. Wertes Min. Wertes Min. Wertes 


60,0 6 98.5 14 99.9 
81,9 8 100.0 1 100.3 
92.1 100.0 25 100.0 
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Tabelle V. 
l0cem 1°,iger Pikrinséiurelésung + | ccm n Na,CO, + 124,57 HCN 
in l6cem werden im Wasserbad bei 50° erhitzt. Die Extinktion ist in 
Prozenten des bei 100° gefundenen Maximalwertes angegeben. Filter S 53, 
Kiivettenlange 10,12 mm. 





Farbstirke Farbstarke Farbstarke 

Erhitzungs- in 9/, des Erhitzungs- in 9/9 des Erhitzungs- in %g des 

zeit (50°) maximalen zeit (50°) maximalen zeit (509) maximalen 
Wertes Wertes Wertes 


5 Min. 48.0 20 Min. 74,4 2 Std. 83,1 


MO! 62,5 BU... 78,6 a 85,6 
‘ee 74,8 1 Std. 81,6 e > 87,2 








Tabelle VI. 
ldcem 1°, iger Pikrinséiurelésung + 1 cem n Na,CO, 124,5 y HCN 
in 16cem werden im Wasserbad bei 40° erhitzt. Die Extinktion ist in 
Prozenten des bei 100° gefundenen Maximalwertes angegeben. Filter 8 53, 
Kiivettenlange 10,12 mm. 





Farbstirke in ° 9 des bei 100° gefundenen maximalen Wertes 
s g 


a Ablesung 
Le ( ,) s 


nach 1 Std. nach 3 Std. nach 24 Std nach 48 Std 


10 Min af, 45.4 61,2 78,1 77,2 
30. =, V0 2 70,3 70,7 79,6 80,0 
BU. 76,6 77,4 79.8 85,8 
2 Std. 6 80.9 80,8 84,8 85.5 
a t 80,0 81,0 82,3 : 
a 80,0 81.5 80,5 83.0 83.0 
) 83.0 85,0 84.5 87,5 86,5 


Wie aus den Tabellen IV bis VI hervorgeht, wird die héchste Farb- 
intensitat bei 100° in 6 bis 8 Minuten erreicht. In der vorliegenden 
Arbeit wurde deshalb eine Erhitzungszett von 10—12 Minuten bei 100° 
gewahlt. 

Bei 40° und 50° ist es selbst durch 24stiindige Erhitzung nicht 
moglich, die gleiche Farbintensitat wie bei 100° zu erzielen. Die bei den 
erstgenannten Temperaturen gewonnene Farbintensitat bleibt nicht 
konstant, sondern die Farbe wird durch Stehenlassen bei Zimmertem 
peratur tiefer. Bei der von Waller benutzten Erhitzungszeit (24 Stunden 
bei 40°) sind jedoch Farben erreichbar, die innerhalb 48 Stunden keine 
groBe Anderung erfahren. Die von Holbéll benutzte Erhitzung (15 Min. 
bei 50°) ist weniger geeignet, da kleine Anderungen der Erhitzungszeit 
wechselnde Farbintensitaét geben kénnen, wie auch die Farbe bei 
Stehenlassen tiefer wird. 

Die Haltbarkeit der Farbe wurde in der Weise untersucht, da die 
Cyanid-Pikratlésung nach Erhitzung auf 100° und Verdiinnung im 
Dunkeln bei Zimmertemperatur aufbewahrt wurde. Nach 2 Monaten 
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war die Farbintensitat véllig unverandert, unabhangig davon, ob der 
HCN-Gehalt groB oder klein war. 

Spezifizitat der Farbreaktion. Kine Reihe fliichtiger Stoffe wurde 
in bezug auf ihr Vermégen, mit einer alkalischen Pikratlésung Rot- 
farbung hervorzurufen, untersucht. Das Ergebnis dieser Untersuchung 
ist in Tabelle VII enthalten. 


Tabelle VII. 
Einem Gemisch von l0cem 1°, iger PikrinséurelOsung und | ccm 
n Na,CO, werden verschiedene fliichtige Stoffe nebst Wasser tm Gesamt- 
volumen von 16 cem hinzugefiigt. Das Gemisch wird 12 Minuten lang auf 
100° erhitzt und danach auf 25 cem verdiinnt. Die erzielte Farbe ist durch 
diejenige Blausiuremenge ausgedriickt, welche eine Farbe entsprechender 
Intensitat hervorruft. 





y HCN, welche die 
gleiche Farbintensitat 
Zugefiigte Substanzen  hervorrufen wie die in 
Kolonne 1 angefiihrten 
Substanzen 


0 

() 

0 

0 

0 

0 

* 0 
22g 0 
ceem 6.4 
0,025 cem 37,2 

RR ere ee 0,025 , 38,3 
0,005 , 12,9 

Acetaldechyd. .... . ate eae ° oe 
Watramsaqnnd 2... 2. 2 8 90006 © os 


Methylalkohol 

Athylalkohol 

Propylalkohol 
Isoamylalkoho] . 

Ather 

Chloroform ; 
Tetrachlormethan 
Natriumformiat ey ee 
36 %/pige Formaldehydlisung 


DO DO LO bo 


or 


” 
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Aus der Tabelle geht hervor, daB die gréBten Fehler bei der kolori- 


metrischen Cyanidbestimmung durch Schwefelwasserstoff bedingt sind, 
was eine Rolle spielt, wenn verfaulte Leichenteile und ahnliches zur 
Analyse vorliegen; auch Acetaldehyd und Aceton kénnen die Analyse 


stérend beeinflussen. 

Standardtabellen. Durch Messung der Extinktionen einer groben 
Reihe von Cyanidlésungen mit wechselnder Konzentration und _ bei 
Anwendung der unten dargestellten Methodik wurde eine Anzahl zu- 
sammengehérender Werte von HCN-Konzentrationen (als y HCN in 
25cem Farblésung ausgedriickt) und Extinktionen ermittelt. Aus 
Griinden der Platzersparnis geben wir nur die Messungen bei einer Schicht- 
dicke von 30 mm an (Tabelle VIII). 











kK. O. Méller u. K. Stefansson: 


Tabelle VILLI. zZWis 

Bestimmung der Absorption in Cyanid-Pikratgemischen mit wechseln bleil 

dem Kaliumcyanidgehalt. Kiivettenlinge 30,05 mm. ¢ Konzentratio; mit 
in 7” HCN in 26 cem Farblésung ausgedriickt. D °,, Durchlassigkeit i 

Prozenten, Eq die gemessene Extinktion. Ts 





} YN 


HCN : y Ht 


Cc 


> 


94.5 0,024 171.0 24,8 &, 0,319 
89,5 0,048 129.1 27.6 , 0,356 
$4.9 0,071 116.9 31.0 39, 0,405 
$2.4 0,084 L10,8 34.4 35,: 0,453 
80,5 0,094 109,7 37,2 30,5 0,515 
78.1 0.107 106.8 41,3 Zi 0.554 
74.6 0.127 97.6 51.7 20), 0.697 
(gies: 0.147 43.9 55,1 aa 0.764 
65.1 0.186 83.3 62.0 3.71 O.861 
63.4 0,198 $3.3 68.9 L$ 0,951 
58.8 0,231 80.5 82,7 soe 1,141 

0,257 80.6 


S= SoKs. 
tOUD Be OOOO IO 


> Ot 8 DO 





Die letzte Kolonne der Tabelle VIL enthalt das Verhaltnis: Konze1 
tration Extinktion, aus welchem hervorgeht, da das Lambert- Beer sch: 
Gesetz nur bei Konzentrationen zwischen ungefahr 40 und 80 7 HON 
Ciltigkeit hat, was dem Befund bei der kolorimetrischen Bestimmung 


(siehe oben) entspricht. 


Auf Grund der in der Tabelle VIII angegebenen Werte wurde ein 
Kurve mit E, als Ordinate und ¢ FE, als Abszisse gezeichnet, aus welche 
die einer Reihe verschiedener /-Werte entsprechenden (c E})-Werte al 
gelesen wurden; diese Werte sind in der Tabelle [IX aufgefiihrt. An Hand 
dieser Standardtabelle ist es mébglich, die HCN-Konzentration aus einen 
abgelesenen Extinktionswert zu berechnen: Durch Interpolation an d« 
Standardtabelle wird der der gemessenen Extinktion (£,) entsprechend 
Wert von (c/E) ermittelt, wonach die Konzentration aus: 


C 


E ) 


Konzentration = EH, -( 


berechnet wird. 

In gleicher Weise wurden Standardtabellen fiir Kiivettenlangen vor 
20 und 5mm aufgestellt (Tabellen X und XI). Das hier benutzte Verfahre: 
zur Berechnung der Konzentration ist der Benutzung der Eichkurve voi 
zuziehen. 

Falls das Beersche Gesetz Giiltigkeit hat, soll (c/#) fiir jede HCN 
Konzentration konstant bleiben. Wie aus den Tabellen LX bis XI hervor 
geht, ist dies nicht der Fall, es hat sich vielmehr erwiesen, daB die Be 
ziehung (c/E) bei Konzentrationen bis zu ungefahr 40 y HON/25 ccm 
Farblésung mit steigender Konzentration fallt; bei Konzentrationen 
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zwischen ungefihr 40 und ungefahr 110 y HCN 25cem Farblésung 
bleibt (c/E) konstant; im héheren Konzentrationsbereich steigt (c F) 
mit der Konzentration. 


Tabelle 


IX. 


Standardtabelle 


fiir 


Kiivettenlange 


und 


Filter 


S 53. 


30.05 mm 





0,08 
0.09 
0.10 
0,11 
0,12 
0.13 
0,14 
0,15 
0.16 
0.17 


0,08 


10,4 j 





0,17 
0,18 
0,19 
0.20 
0,22 
0,24 
0.26 
028 
0,30 
0.35 


HCN, 





87,2 3 


0,35 
0.40 
0.50 
0,60 
0,70 
O.80 
0.90 
1.00 
1,10 
1.20 


HON 


86.6 5 


HCN 


Tabelle X. 


Standardtabelle 


fiir 


und 


Filter 


Kiivettenlinge 


S 53. 


—_— 
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~I 
=~) 
=> ~1 bo 


bo DO DO DO PO lS we 
DODO ko wR OOO 


06 mm 





Tabelle 


(=) 


112,7 


XI. 


DO DO Co i i He i ie 


we 





4,2 


0.36 
0,38 
0.40 
0,42 
0,44 
0.46 
0.48 
0.50 
0.60 
HCN, 


und 


Standardtabelle 
Filter S 


fii 


0.60 
0,70 
0.80 
0.90 
1.00 
1.10 
1,20 
1.50 





Kiivettenlange 
§3. 


5,03 mm 





(3) 


398 * 
412 
427 
441 
456 
471 


2X 386 = 


79,6 } 





0,7 
0.8 
0.9 
1.0 
1,1 
1,2 
HCN. - 


** 


(=) 


471 
485 
500 
515 
529 


544 


c = 62 } 





*% 49 


HCN = 1050 ; 
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5444* . 
ip 15 
909 

573 

588 

603 

617 + 
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kK. O, Moller u. K. Stefansson: 


Kine fiir das Verhaltnis zwischen Extinktionskoeffizient (Extinktion 
bei Schichtdicke 1 cm k) und Konzentration (c) aufgestellte Kurve 
hat den in der Abb. 1 dargestellten Verlauf, was fiir die systematische 
Anordnung der Fehlervorzeichen bei der kolorimetrischen Blausaure- 


bestimmung, wie im vorstehenden dargestel]t, eine gute Erklarung gibt. 


ra 


m0 y 


Abb. 1. 


Technik der photometrischen Blausiurebestimmune. 
Reagenzien. 

1. 1°,ige Pikrinséurelésung, teinstes Handelspraparat. 

2. n Na,CO,-Lésung. 

3. Standardfarben: Vier Standardfarben werden dargestellt, fiir welche 
25, 80, 120 und 600 7 HCN benutzt werden. Diese Standardfarben werden 
in Redgensgliiser gleichen Durchmessers gebracht, welche mit paraffin 
iibergossenen Korkstépseln verschlossen und im Dunkeln bei Zimmer 
temperatur aufbewahrt werden. Die Standardfarben besitzen eine Haltbar 
keit von mindestens 2 Monaten. 


Ausfihrung. 


In einem 25-cem-MeBkolben werden in nachstehender Rethenfolge: 
10 cem | °,iger Pikrinséurelésung, 1,0 cem n Na,CO,-Lésung und 5,00 cem 
Cyanidlésung abgemessen, was ein Gesamtvolumen von 16ccm ergibt. 
Die Kolben werden sofort im siedenden Wasserbad-12 Minuten stehengelassen. 
Nach beendetem Erhitzen werden sie unter flieBendem Wasser abgekiihlt 
wonach mit Wasser auf 25 cem aufgefiillt wird. Gleichzeitig mit der Analyse 
wird die Kompensationsfliissigkeit in entsprechender Weise hergestellt. 
wobei die Cyanidlésung durch Wasser ersetzt wird. Bei Destillation von 
Blauséure aus irgendeinem Substrat werden als Vorlage am zweckmaBigsten 
2cem 2n Na,CO,-Lésung benutzt. Bei Zubereitung der Analyse fiir die 
Photometrie muB dieser Carbonatgehalt beriicksichtigt werden. Falls z. B. 
im ganzen 20 cem iiberdestilliert werden, werden 5 ccm der Vorlagefliissig- 
keit 1 eem n Na,CO, enthal!ten. 

Fiir die Photometrie wird eine solche Kiivette gewahlt, daB die Ab 
sorption (D ©.) zwischen 5 und 60°/, (die Extinktion zwischen 1,3 und 0,2) 
liegt. Zu diesem Zweck wird die Analyse in einem Reagensglas mit den vier 
Standardfarben verglichen. Bei Konzentrationen niedriger als 80 yHCN 
wird die Kiivettenlange 30 mm, bei Konzentrationen zwischen 25 und 120 > 
HCN die Kiivettenlange 20 mm und bei Konzentrationen zwischen 80 und 
600 7 HCN die Kiivettenlange 5mm benutzt. 

Bei der Photometrie wird die alkalische Pikratlésung in die Kompen 
sationskiivette eingebracht. Filter 8S 53 (530 mu) wird benutzt. 
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Berechnung: Aus der zu jeder Kiivette gehérenden Standardtabelle 
vird durch Interpolation der der gemessenen Extinktion entsprechende 
Wert fiir (¢ £) ermittelt; die Konzentration wird danach aus 

? a 
Konzentration Egemessen ° ( E ) 


berechnet, und zwar ausgedriickt als 7» HCN in 25 cem Farblosung. 

In der Tabelle XII sind Analysenbeispiele angefiihrt. Wie aus ihr 
hervorgeht, arbeitet die Methode bei einem HCN-Gehalt zwischen 
ungefahr 10 und 600 y HCN mit groBer Genauigkeit. 


Tabelle XIU. 





y HCN y HCN Differenz Fehler y HCN y HCN Differenz Fehler 
berechnet gefunden ; 0/5 berechnet gefunden , , 
9,3 10,4 + 1,1 + 11,5 137,6 
11,4 10,9 15 — 13,1 165.3 
15,5 15,7 +02 +1,3 310 
31,0 30,8 a eee 465 
62,0 62,2 + 0,2 + 0,3 551 
103,3 104.2 +09 | +09 





Zusammenfassung. 


1. Durch jodometrische Bestimmung nach Schulek und Lang 
laBt sich Blausaiure in Mengen zwischen 0.02 und 20mg mit grober 
Genauigkeit bestimmen. 

2. Untersuchungen werden mitgeteilt iiber die optimalen Reaktions- 
bedingungen zur Erzeugung der Farbreaktion bei Erhitzen von Cyanid 
in alkalischer Pikratlésung. Es wird gezeigt, dab das Beersche Gesetz 
fiir die gebildete Farbe (das Alkalisalz der Isopurpursaure) nur innerhalb 


eines engen Konzentrationsbereiches Giltigkeit hat. 


Durch Innehaltung der optimalen Reaktionsbedingungen laBt sich 


Blausaure sowohl kolorimetrisch als photometrisch mit grober Genauig- 
keit bestimmen. Die niedrigste Grenze bei der Bestimmung liegt bei 
ungefahr 10 » HCN in der Analyse. 

Die Anwesenheit von Schwefelwasserstoff, Aceton und Aldehyden 
fiihrt zu Fehlern bei der kolorimetrischen Cyanidbestimmung. 











Uber den Mineralbestand yon Blut und Knochen beim 
experimentellen Meerschweinchenskorbut. 


Von 
H. Kapp und A, Sehetty. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Basel.) 


{ Ringe angen ary 1. Januar 1957. }/ 


Nachdem wahrscheinlich gemacht worden ist, daB die Wirkungsweis¢ 
des Vitamins C auf. einer Redoxpotentialfunktion der Ascorbinsaur 
beruht, kann man durch Untersuchungen des Mineralstoffwechsel: 
bei C-Avitaminosen hédchstens die ‘Aufdeckung sekundarer Folge 
erscheinungen erwarten. Jedenfalls ist die alte Hypothese von det 
aitiologischen Wichtigkeit des Kaliummangels (/Jmmermann) hinfalliv 


veworden. Dah solchen Untersuchungen aber immer noch eine gewisse 


praktische Bedeutung zukommen kann, geht aus der alten Erfahrung 
der schlechten Frakturheilung im Skorbut hervor, welche neuerding 
wieder durch Frankel, Israel und Hanke einer genaueren Betrachtuny 


unterworfen worden ist. 


Die im Schrifttum vorliegenden Befunde .sind wenig embheitlich. th 
Stotfwechselversuchen tanden Lust und Klocmann bei einem Kind mit 
schwerem Skorbut die Ca- und P-Bilanz positiv, ebenso Frank bei zwe 
Kindern wahrend des floriden Stadiums der Erkrankung, wihrend de 
Ausheilung war sie dagegen negativ. Beim Erwachsenenskorbut stellte: 
Baumann und Howard Ca- und P-Gleichgewicht fest, beim skorbutkranker 
Affen fanden Howard und Inqwaldsen Ca- und P-Ansatz. 


In Mineralanalysen von Knochen skorbutkranker Kinder wurde vor 
Bardt und Edelstein eine Herabsetzung des Ca-Gehalts von etwa ! I 
und des P-Gehalts von! , bis! ; angegeben. Eine Reihe von Untersuchunger 


liegen iiber den Meerschweinchenskorbut vor. Brouwer fand eine Abnahme 


bis 


von etwa 10°, im Aschen-, Ca- und P-Gehalt. Yawabucki eine solehe vor 
etwa 5° >; Morel, Bayer und Statsmann geben keine wesentlichen Unter 
schiede im Mineralgehalt des normalen und des skorbutkranken Knochen- 
an. Salter fand, daB Meerschweinchen beim Fehlen von Vitamin C im Futter. 
trotz geniigen dem Ca-Gehalt im Futter keinen Kalk im Knochen ablagerten, 
wahrend beim Zusatz von Vitamin C rasch, vor allem in den Epiphyser 
und Trabekeln, Kalk abgelagert wird. 


Im Blute eines Skorbutkranken fand Abraham deutlich herabgesetzt« 
Ca-Werte, gesteigerte K-Werte (24mg) und normale NaCl-Werte. Beim 
experimentellen Meerschweinchenskorbut wurden zum Teil erniedrigte! 
(Palladin und Ssawron, Hess-Kilian), zum Teil normaler (Euler und M yrbdck, 
Edelstein und Schmal, Randoin und Michaux, Nagayama u. a.) Ca-Gehalt 
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veftunden. Den P-Gehalt fanden 
von Euler und Myrbdck  er- 
niedrigt, von Edelstein und 
Schmal wurde er nur gelegentlich 
erniedrigt angegeben. Fiir den 
K-Gehalt fand Salle im Vollblut 
entsprechend der Anamie herab- 
gesetzte Werte. 


Widerspriiche und Unvoll- 
standigkeit der vorliegenden 
Befunde und die Méglichkeit 
von Einwanden gegen die Ver- 


ventr 
Schleim 


gerotet, 


suchsanordnung gegen die vot 


Uleus 


der Reindarstellung des Vita- 


Oo 


mins C fallenden Untersuchun- 


Sektionsbefund 


ven lassen es zweckmaBig er- 


<cheinen, auch eine kleinere 


haut des Magens 


Reihe von Mineralanalysen 


Gelenkblutun 
Nebennierenblutungen, 


beim experimentellen  Meer- 


schweinchenskorbut  bekannt- 
zugeben. 


Vethodik. Meerschweinchen 
von etwa 350 ¢ Gewicht wurden 
auf Skorbutkost nach Demole 
gvesetzt, welche innerhalb etwa 
3 Wochen zu manifestem Skor- 
but fithrt; die Kontrolltiere e1 
hielten eime Zulage von Vita- 
min C (20mg Ascorbinsiiure in 
Form von Redoxon Roche! pro 
Tag). Damit war erreicht, daB 
sich alle Tiere, abgesehen von det 
Vitamin C-Zufuhr, unter gleichen 
Bedingungen befanden. In_ be 
stimmten Abstaénden wurden die 


hiipfend 


Tiere durch Nackenschlag be 
taubt, entblutet und Femur und 
Unterkiefer herausprapariert. 
Das Blut wurde sofort, die 
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Knochenteile nach Trocknen im 
Exsikkator nach T'schopp  ver- 
ascht. In der Asche wurden nach 
den Angaben von T'schopp Na- 


Redoxonzulage 


Auf Skorbut 


1 Die nétigen Mengen wurden 
uns von der Firma Hofmann 
la Roche A.-G. in dankenswerter 
Weise zur Verfiigung gestellt. 


Mit 











60 H. Kapp u. A. Schetty: 












trium, Kalam, Calcium, Magnesium, Phosphate und Chloride be 





stimmt. 







Weitere Einzelheiten der Versuchsanordnung sind zugleich mit 






einigen Ergebnissen in Tabelle I dargestellt. Es ist zu sehen, daB dic 






Gewichtsabnahme nicht bei allen Tieren gleichmaBig verlauft. Dir 
Abnahme der Blutmenge ist sehr betrachtlich, wahrend das Gewicht 
der Knochen etwa gleichbleibt. Bei den Sektionsprotokollen sei auf 








die zum Teil ulcerésen Veranderungen im Magen (Tier Nr. 4) hingewiesen 






wie sie relativ haufig bei vitamin-C-frei ernahrten Tieren angetroffen 






werden. 











Die Mineralanalysen des Blutes finden sich in Tabelle H. Die 
im Ganzblut. Sie zeigen deutlich, daB wesentlich: 
und hauptsachlich friih auftretende eventuell diagnostisch verwertbare 






¢ 


Zahlen bedeuten mg 







Veranderungen nicht zu finden sind. Die Kaliumwerte sinken allerdings 
deutlich etwas ab. Da im Verlauf des Skorbuts regelmaBig eine Anamiec 
auftritt, ist diese Abnahme wahrscheinlich, wie schon Salle vermutete 








der Verminderung der kaliumreichen Erythrocyten zuzuschreiben 
Der gleiche Umstand laBt vielleicht das Absinken der Calciumwerte 
nicht so auffallend erscheinen, wie es Palladin bei Serumanalysen 






gefunden hat. 







Tabelle I]. Mineralgehalt des’ Tabelle III]. Mineralgehalt der 
Blutes von Meerschwein- Knochen von Meerschwein 







chen bei fortschreitendem chen bei fortschreitendem 
Skorbut. Skorbut. 



















Mg Cl PO, fier! wa | K Ca Mg Cl PO, 
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300 









410 
420 


41 710 470 147 384500 
88 960/470 187 32 400 


3.1 
3,8 





108 


129 












3 21 8,0. 3,6 | 253 | 107 3 806 400 42 920'410 150 36 400 
4 22 8,9 | 3,2 | 290 | 120 4 3851 410 38940 370 133 34 300 
5 22. |}-81..] SS | 202°). 110 5 881 440 39140/500 184 33300 
6 28 7,8 | 3,6 | 266 150 6 366 410 40390 490 162 34500 














In ‘Tabelle 11] sind die Mineralanalysen der Knochen zusammen 
gestellt. Auch hier ist keine im Verlauf der Erkrankung regelmabig 
zunehmende wesentliche Veranderung der Bestandteile zu verzeichnen. 
Immerhin scheint wenigstens bei einzelnen Tieren eine geringfiigige 
Abnahme des Calciums und der Phosphate vorzuliegen Die wesentlichen 







Veranderungen des skorbutkranken Knochens miissen jedoch in det 






organischen Struktur zu suchen sein. 
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Enzymatische Milehsiurebildung in der Herzmuskulatur. 
Von 
Severo Ochoa (Madrid !). 

(Aus dem Instituto de Investigaciones Medicas, Ciudad Universitaria, 
Madrid, und dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut 
fiir Medizinische Forschung, Heidelberg.) 

(Eingegangen am 20. Januar 1937.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der Weg der enzymatischen Milchsiurebildung in der Skelett- 
muskulatur ist in den letzten Jahren eingehend untersucht worden 
und heute gut bekannt?. Die grundsatzliche Ahnlichkeit dieses Prozesses 
mit der alkoholischen Hefegarung ist mehr und mehr in den Vordergrund 
yetreten®. Die Annahme liegt nahe, daB der enzymatische Kohlenhydrat 
abbau in anderen tierischen Zellen und Geweben iiber dieselben 
Zwischenstufen verlauft, wobei das glykolytische Vermégen der ein- 
zelnen Gewebe sehr verschieden sein kann. Da jedenfalls der fiir den 
Muskel gefundene Abbauweg tiber phosphorylierte Zwischenprodukte 
auch fiir die Blutglykolyse zutrifft, ist unter Verwendung von zell- 
freien Bluthimolysaten bewiesen worden ?. Ebenso zeigten neuerdings 
H.v. Kuler, Giinther und Vestin®, daB die Hauptreaktionen der Milch 
siurebildung in Enzymextrakten aus Gehirn dieselben sind wie im 
Muskel und da dieselben Aktivatoren und Co-Fermente dabei wirksam 
sind ®, Demgegeniiber wird von verschiedenen Seiten noch immer die 
Vermutung geaiuBert, da die Glykolyse einiger Gewebe (Tumoren. 


Gehirn usw.) ohne Mitwirkung von Phosphorylierungen vor sich gehen 
k 6nnte. 


Soviel mir bekannt, liegt eine Untersuchung tiber die Wege des 
Kohlenhydratabbaus in der Herzmuskulatur bisher nicht vor, mit Aus- 
nahme einer Arbeit von Gaddie und Stewart’, die die Wirkung ve 
schiedener, als Intermediarprodukte der Glykolyse anzusehender Sub- 
stanzen auf die Arbeitsfihigkeit von Froschventrikeln  studierten, 
die anaerob bis zur Erschépfung gereizt wurden. Ferner hat Haar 


' Die Versuche in Madrid wurden unter Mitwirkung von F’. Grand: 

und D. Diaz ausgefiihrt. ——- * Embden, Deuticke u. Kraft, Klin. Wochenschr. 
12, 213, 1933; O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 2838, 83, 1935. 
* O. Meyerhof, Helv. Chim. Acta. 18, 1030, 1935; Current Science 4, 669, 
1936. — 4 Derselbe, diese Zeitschr. 246, 249, 1932. ° Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 240, 265, 1936; hier auch weitere Literatur. — ® Vgl. auch die 
Versuche von Jost iiber Glykolyse der Niere, Zeitschr. f. physiol. Chem. 230, 
96, 1934. —- 7? J. of Physiol. 80, 457, 1934. 
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ann 1932! das Milchsaurebildungsvermégen verschiedener Kohlen- 
hydrate in zerschnittener Herzmuskulatur untersucht. Danach sollte im 
Hundeherzen Glucose am leichtesten angegriffen werden, Glykogen 


praktisch nicht. Ich habe eine Reihe von Versuchen iiber Milchsaure- 


bildung in der Herzmuskulatur angestellt, insbesondere auch unter Ver- 
wendung von zellfreien Enzymextrakten, die ein Studium der Teil- 
reaktionen am besten erméglichen. 

Tatsachlich ist, wie das folgende zeigt, der Abbauweg der Zucke) 
er gleiche wie in der Skelettmuskulatur, wenn auch das glykolytische 
Vermégen des Herzgewebes und besonders der daraus dargestellten 
Kxtrakte viel geringer ist. 

Methoden. 


Die Versuche wurden meist vergleichend, unter gleichzeitiger Ver- 
wendung von Skelett- sowie Herzmuskulatur ausgefiihrt, die in jedem Fall 
in identischer Weise behandelt wurden. Zur Anwendung kamen hauptsach 
lich Herz und Muskel von Kaninchen, in einigen Fallen auch von Hunden. 
Die Gewebe wurden sofort nach dem Tode der Tiere entnommen und dureh 
die Fleischmaschine getrieben. Vom Herz wurde ausschlieBlich die Ventrikel 
muskulatur verwendet, die sorgfaltig von Blut, sowie von Fett und elasti 
schem Gewebe befreit worden war. Wegen ihrer kleinen Menge wurde die 
Herzmuskulatur von Kaninchen immer nur mit der Schere fein zerschnitten. 
Fiir die Versuche mit zerschnittenem Gewebe wurde dieses in physiologischer 
Pufferlésung suspendiert. 

In den Versuchen im Heidelberger Institut wurde auch mit frischem 
Extrakt oder mit Extrakt aus Acetonpulver von Kalbsherzen gearbeitet. 
Die Herzen wurden sofort nach dem Schlachten der Tiere in Eis gepackt 
ins Institut gebracht und gleich verarbeitet. Die Extrakte wurden nach 
Meyerhof?, wenn nicht anders bemerkt, unter Verwendung von 4 Teilen 
0,9° igem KCl (mit 0,3°, NaHCO.) auf 3 Teile Gewebe vorbereitet. Zu 
je 10cem des fertigen Extraktes wurden 1,6 cem m 10 Phosphatgemisch 
(pu 7,4) zugegeben. Das Acetonpulver wurde in der iiblichen Weise*® het 
gestellt: Extrakt (4 Teile dest. Wasser zu 3 Teilen Gewebe) mit der zehn 
fachen Menge Aceton gefillt. Aus | cem Extrakt werden durchschnittlich 
20 mg Trockenpulver erhalten. Fiir die Versuche wurde das Acetonpulve1 
mit dest. Wasser (1 cem zu 40mg Pulver) im Morser zerrieben und vom 
Ungelésten abzentrifugiert. 

Die Versuche wurden stets unter anaeroben Bedingungen ausgefiihrt, 
und zwar sowohl bei zerschnittenem Gewebe wie bei den Extrakten, da es 
sich herausstellte, dai Herzextrakte in Luft viel weniger Milchsaure zu bilden 
vermégen, was in Zusammenhang mit ihrem hohen Gehalt an Blutfarbstoft 
stehen diirfte. Die Anaerobiose wurde, wenn nicht anders bemerkt, durch 
Evakuieren der Versuchsréhren erzeugt, sonst durch Durechleitung von 
Stickstoff mit 5°, Kohlensiiure. 

Die Versuchsréhren (bzw. Kélbchen) wurden wahrend der Inkubation 
bei der betreffenden Temperatur im Thermostaten geschiittelt. Nach dem 


' Diese Zeitschr. 255, 103 (insbesondere 112), 1932. - Die chemi- 
schen Vorginge im Muskel. Berlin, Jul. Springer, 1930. OO. Meyerhof 
u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 2838, 83, 1935. 
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Versuch wurden die Ansatze mit Trichloressigsaure enteiweiBt und die chem 
sche Bestimmung im Filtrat vorgenommen. Milchsaure wurde, in de 
entzuckerten Filtraten, mit der Apparatur von Lieb und Zacherl! bestimmt 
Bei den Versuchen iiber Brenztraubensaurebildung wurde die Brenztrauben 
siure nach Neuberg und Case, jedoch in der Modifikation von Peters und 
Thompson*, bestimmt. In anderen Fallen wurde nach Cook*® mit Bisulfit 
titriert, unter Korrektur fiir die anwesende Triosephosphorséure, die al 
alkaliverseifbares Phosphat bestimmt wurde. Schwer hydrolysierbarer Este: 
wurde nach Lohmann aus der Differenz zwischen dem P-Wert nach Ve 
aschung mit dem Wert nach 180 Minuten Hydrolyse in n HCI bei 10¢ 
berechnet. 

Als Substanzen wurden benutzt: z-Glycerinphosphorséure als Barium 
salz, dargestellt aus MWercks Calcium Glycerinum phosphoricum neutral 
l). A. B. 6; Hexosediphosphorséure als Magnesium- oder Bariumsalz; Phos 
phoglycerinsiure: Bariumsalz, dargestellt nach Vercellone und Neuberg' 
(Die Bariumsalze wurden in Wasser gelést und mit Natriumsulfat umgesetzt 
Adenylpyrophosphat: Silbersalz aus Kaninchenmuskulatur, dargestellt 
aus Barium- und Hg-Salz. Das Ag wurde mit Schwefelwasserstoff umgesetzt 
und von Ag,S abzentrifugiert. Die Lésung wurde mit verdiinnter Natron 
lauge neutralisiert. Brenztraubensaéure: Aus mehrmals destillierter Brenz 
traubensaiure wurde das Natriumsalz nach Case dargestellt°®. Adenylsaure 
von der Firma Dr. G. Henning (Berlin-Tempelhof). Als Co-Zymase dient: 
ein Praiparat von Herrn P. Ohlmeyer. 


Wie die in Tabelle 1 wiedergegebenen Versuche zeigen, ist die 
Milchsaurebildung im Herzmuskelbrei im Vergleich zum Muskel gering 
insbesondere aber ist die durch Zusatz von Kohlenhydrat bewirkt: 


Tabelle I. Milchsaurebildung in zerschnittener Skelett- und 
Herzmuskulatur von Kaninchen bzw. in den Extrakten nach 
Zusatz von Kohlenhydrat. 
lg Muskulatur in 6 cem m_/ 100 Phosphat (py 7,4) + 2 cem Zusatze. Extrakt 
versuch: 3 cem Extrakt + 2 cem Zusatze. 3 Stunden bei 37°. Die Angaben 
beziehen sich auf 1 g Gewebe bzw. 1 cem Extrakt. 





; mg Milchsiiure-. mg Mehrbildung 
Datum Kohlenhydratzusatz bildung . aus Substrat 
1936 Muskel Herz |Maskel Herz 


Zerschnittenes - 0,82 1,28 
Gewebe 


Glykogen 5,4 mg 412 1,90 3,30 0,62 
0,55 


Glucose ae 1.58 0,00 0,30 
Hexosediph.* 4.26 , P,0, 3,12 2,56) 2,30 1,28 
0,05 -0,12) — 
Glykogen 1 * 1,65, 0,08) 1,70 0,20 
Glucose 3 ee 0.20' 0,12! 0,00 0,24 
142) PO, 155 0.33 1,60 0.45 


Hexosediph. * s 


* Mg-Salz. 


| Zeitschr. f. physiol. Chem. 211, 211, 1932. 2 Biochem. J. 28, 916 
1934. — ® Ebenda 24, 1526, 1930. — 4 Diese Zeitschr. 280, 161, 1935 
Frl. Dr. 7. Angermann (Madrid) méchte ich dafiir auch an dieser Stel! 
danken. 5 Biochem. J. 26, 753, 1932. 
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Mehrbildung im Enzymextrakt kaum nachweisbar. Im Herzmuskelbrei 
liegt dies an einem gréBeren Vorrat praformierten Kohlenhydrats, daneben 
aber auch jedenfalls an einem weniger wirksamen Enzymsystem. Das- 
selbe zeigt der auf Abb. 1 dargestellte manometrische Versuch, der 
gleichzeitig ergibt, daB der Zusatz von Adenylpyrophosphat die Milch- 
siurebildung betrachtlich erhéht. Dies deutet bereits darauf hin, dab 
der Abbauweg auch hier iiber phosphorylierte Zwischenprodukte fiihren 


0 7 ci] Min 7h 








Abb. 1. Milehséurebildung in zerschnittener Kaninchenherz- und Skelettmuskulatur, 28° 
5°%9 COgin Ng. Je0,5g zerschnittenes Gewebe in 0,9 °/) NaCl, 0,52 9/9 Natriumbicarbonat auf 
2eem. Ordinate: cmm CO», (lemm = 0,04 mg Milchsiure). Abszisse: Zeit in Minuten. 
Skelettmuskel. Herzmuskel. ame Herzmuskel mit Adenylpyrophosphat. 

1 Skelettmuskel ohne Zusatz, 
2 ‘ + 4mg Glykogen, 
3 - + Hexosediphosphat mit 1,4 mg P.0O;, 
4 Herzmuskel ohne Zusatz, 
4a + Adenylpyrophosphat (0,2mg Ap P,05), 
5 + 4mg Glykogen, 
da +4, es + Adenylpyrophosphat (0,2mg Ap P. Os), 
6 + Hexosediphosphat, 
+ x Adenylpyrophosphat (0,2mg Ap P»,Q5). 


muB. Das wird durch das Studium von Teilreaktionen bestitigt, 
wenngleich stets gegeniiber der Skelettmuskulatur der Umsatz stark 
herabgesetzt ist. 


So laBt sich bei der Spaltung von Hexosediphosphorsiure mit Sulfit 
nur sehr wenig Brenztraubenséiure abfangen, wihrend die Spaltung von 
Phosphoglycerinsiure zu Brenztraubenséure ebenso glatt wie im quer- 
gestreiften Muskel verliuft'. Dies letztere zeigt der folgende Versuch: 

1 Da’ im Herzmuskelextrakt leicht hydrolysierbares Phosphat durch 
Umesterung von Phosphoglycerinsiure mit Adenylsiure gebildet wird, 
wurde von Ostern u. Baranowski (diese Zeitschr. 281, 157, 1935) gezeigt: 
bei Anwesenheit von Kreatin kommt es auch hier zu einer Synthese von 
Kreatinphosphorsaéure (vgl. auch J. Torres, diese Zeitschr. 288, 128, 1935.) 


Biochemische Zeitschrift Band 290, 5 
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25. August 1936. Je 3cem Extrakt mit 2 cem Zusatz. In jedem Ansatz 
m/25 Na,SO,. Inkubation 3 Stunden bei 37°. Aus Phosphoglycerinséure 
mit 1,4 mg P,O, pro cem Extrakt gebildet im Muskelextrakt 1,24 mg Brenz 
traubensaéure, im Herzextrakt 1,35 mg Brenztraubensaure, im Herzextrakt 
ohne Sulfit 1,41 mg Brenztraubensaéure. Ebenso leicht gelingt auch die 
Zymohexasereaktion Hexosediphosphat — 2 Dioxyacetonphosphatim Herz- 
muskelextrakt !. 

Die spontane Milchsaurebildung im Herzextrakt wird durch m/50 
NaF vollstandig gehemmt, waihrend die Methylglyoxalase durch Fluorid 
nicht hemmbar ist. 


Tabelle Tl. Hemmung der spontanen Milchsaurebildung im 
Kaninchenherzextrakt durch Fluorid. 


Inkubation 3 Stunden bei 37°. 





Datum 10-2 mol. mg Milchsd&urebildung Datum 10-2 mol. mg Milchsdurebildung 
1936 NaF pro cem Extrakt 1936 Nak pro cem Extrakt 


18. VIII. 0 0,31 25. VIII. 0 0,96 
4 0,00 2 0,02 


Genauer wurde die Dismutation zwischen Brenztraubensaure und 
Hexosediphosphat (bzw. Triosephosphat) untersucht, bei der Milch- 
siure und Phosphoglycerinsdure entstehen: 

1 Triosephosphorsaure | Phosphoglycerinsaure 

1 Brenztraubensaure ‘ + | Milchsaure. 
Diese Reaktion entspricht dem Hauptumsatz im stationaren Zustand 
der Milchséurebildung und ist verhaltnismaBig stabil. In Gegenwart von 
Fluorid, welches die spontane Milchsiurebildung aus Hexosediphosphat 


hemmt, ist die Aquivalenz zwischen Milchsiurebildung und Brenz 


traubensaureschwund nahezu vollstandig, was beweist, da hier die 
Milchséiure eben durch Reduktion der Brenztraubensaure entsteht. 
Im Herzgewebe bewirkt schon Zusatz von Brenztraubensaure allein 
eine erhebliche Mehrbildung an Milchséure, was in der Skelettmuskulat ui 
nur in geringem Mae der Fall ist. Auch dies zeigt die leichte Verfiig- 
barkeit des praiformierten Kohlenhydrats im Herzen und entsprechend 
wird, im Gegensatz zum Muskelgewebe, durch gleichzeitigen Zusatz 
von «-Glycerinphosphorsiure die Milchsaiurebildung nicht weiter ge- 
steigert (Tabelle III). Im Herzmuskelextrakt jedoch, der kohlen- 
hydratirmer ist, kann mit Brenztraubensaéure allein in Gegenwart von 
Fluorid nur wenig Milchséure gebildet werden. Diese wird dann durch 
Hexosediphosphat deutlich vermehrt, wenn auch weniger als im Ex- 
trakt aus Skelettmuskulatur. Vgl. Versuch Tabelle IV. 

Erheblich giinstiger fiir diese Versuche erweist sich Acetonpulver 
aus Extrakt von Kalbsherzen. Wird die Acetonfaillung in Wasse1 


' Quantitativer Vergleich bei O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeit 
sehr. 273, 417, 1934. 
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Tabelle III. Wirkung von Brenztraubensaure mit und ohne 
2-Glycerinphosphorsaure in zerschnittenem Herz- und Muskel- 
gewebe von Kaninchen und im Extrakt. 

Je 1g Gewebe in 6 ccm; m,100 Phosphatpuffer, py 7,4, mit 2cem Zusatzen 
bzw. 3cem Extrakt mit 2cem Zusatz. Inkubation 3 Stunden bei 37°. 
Die angegebenen Werte beziehen sich auf 1 g Gewebe bzw. | cem Extrakt. 





mg Milchs&ure- | mg Mehrbildung 
Datum Zusats bildung aus Substrat 
1936 Muskel Herz |'Muskel Herz 
Zerschnittenes 1,385 | 2,22 
Gewebe Brenztraubensiure,5,3mg = 1,82 4,19 0,47 1,97 
Glycerinphosphorsiure, 2.08 | 1,43 0,00 
8,5 mg P.O, 
Brenztraubensaure,2,6mg 4,60 3,59 3,2! 1,37 
+ Glycerinphosphorsaure, 
4.3 mg P,0; 


24. VI. Extrakt — 0,51 
Brenztraubensaure, 1,7 mg 0,77 0,26 
Glycerin phosphorsaure, 0,41 0,00 
2,8 mg P.O, 
Brenztraubensaure, 1,7 mg 0,69 O18 
+ Glycerinphosphorsiure, 
28mg P,0; 


Tabelle 1V. Dismutation zwischen Hexosediphosphat und Brenz- 
traubensdure in Kaninchenmuskelextrakten in Anwesenheit 
von m/25 NaF. 


Inkubation 3 Stunden bei 37°. Versuch vom 18. August 1936. 





mg Milchsiurebildung pro cem Extrakt 


Muskel Herz 


Hexosediphosphat, 1,4 mg P.O, . ee 0,07 0,20 

Brenztraubensiure, 1,.?7mg.....2.2.. 0,16 0,23 

Hexosediphosphat, 1,4 mg P.O, + Brenz- 
tranbensaure, l.fmg@....... : 1,32 


O64 


velist, so ist dies System verhaltnismaBig gut wirksam, wahrend 
die spontane Milchséurebildung in Gegenwart von Fluorid nahezu 
Null ist. In dem in Tabelle V wiedergegebenen Versuch ist die 
obige Gleichung: Mol Brenztraubenséiureschwund Mol Milchsaure- 
bildung Mol schwer hydrolysierbarer Ester (Phosphoglycerinsaure), 
recht gut erfillt. Weiter zeigt der wiedergegebene Versuch der Tabelle V 
und ebenso die manometrischen Versuche, die in Tabelle VI und Abb. 2 
dargestellt sind, daB Co-Zymase den Umsatz stark erhéht, wahrend 
Adenylsiure und Adenylpyrophosphat ohne Wirkung sind!. Dies ist 
deshalb bemerkenswert, weil ein ahnlicher Erfolg der Co-Zymase erst 


1 Vel. hierzu O. VMeyerhof u. P.Ohlmeyer, Naturwiss. 24, 741, 1936. 


9* 














68 S. Ochoa: 


Tabelle V. Dismutation zwischen Hexosediphosphat und Brenz ho 
traubensdure im Extrakt eines Acetonpulvers aus Kalbsherzen —_ 
mit m/20 NaF. Geh 
Inkubation 1 Stunde bei 28°. m/33 Na HCO,. 5°, Kohlensaure in Stick “aul 
stoff. Umsatz pro 40mg Acetonpulver leem Extrakt. Versuch vom lich! 
14. Dezember 1936. vehe 


% 
, . ‘ ; ; 
Zusatz Hexose- Zusatz Brenz- Zusatz Milchsdéure- Brenztrauben- Schwer hydrolysier ( be 
diphosphat traubensiure Co-Zymase  bildung (s&ureschwund barer Ester gebilde: Kor 
mg P.O; mg mg mg mg mg P,0; 





sche 

9 0 0,12 0.93 nam 
y ss 0 1,53 6 0.75 

2,91 1,0 1,91 2.38 1,22 ttc 

. . mus 

Molarer Umsatz (107° Mol). \bI 

15.6* 10.6 ° ” 

19,9* 26, 17,2 spri 


* Korrigiert fiir Bildung aus Hexosediphosphat allein. derj 


a 
2,1 
2,1 


bei lange dialysiertem Muskelextrakt bemerkbar ist. Dabei zeigt die es 
direkte Auswertung des Acetonpulvers auf Co-Zymasegehalt, dal 
derselbe genau so groB ist, ~wie in der Skelettmuskulatur. Bei 
40 mg Pulver = 1 com Extrakt wurden namlich nach dem Verfahren wins 
von P. Ohlmeyer! 130 » Co-Zymase bestimmt und in der gleichen Menge bild 
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Abb. 2. Dismutation zwischen Hexosediphosphat und Brenztraubensaure in Acetonpulver aus 
Kalbsherzextrakt, mit und ohne Co-Ferment in m/20 NaF. Je 1 cem Extrakt = 40 mg 
Pulver + 1 ecm Zusi&tze, Hexosediphosphat mit 1,7mg P,0;. 2,2mg Brenztraubensdure, 28 
5%  CO,g in Ns. 05% 9 NaHCO 3. Abszisse: emm CO, = Phosphoglycerinsaurebildung 
(lemm CO, = 0,0032 mg P05). 
@——e 1 ohne Co-Ferment, aus 
o——O 2 Adenylpyrophosphat mit 100 y ApP.Os, Mile 
o——o 8 mit Adenyls&éure (89 y P.O;), 
+———$+  4_ mit Co-Zymase (0,25 mg Substanz), und. 
Bb: 2s = + Adenylsdure (25 y P.O). rok 


1 P. Ohimeyer, diese Zeitschr. 287, 212, 1936. dur¢ 
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Acetonpulver aus Kaninchenmuskulatur i20 y. Trotzdem muB det 
Gehalt in dem Acetonpulver aus Herzmuskulatur fiir maximale Milch- 
sdurebildung unzureichend sein. Dies diirfte wohl auf die Empfind- 
lichkeit des Tragerproteins zu beziehen sein, da jedenfalls bei der weit- 


yehend dissoziierten Co-Zymase-Proteinverbindung durch einen groBen 
» . r . oo 

Uberschu8 einer Komponente die ungeniigende Menge der andern 
Komponente teilweise ausgeglichen werden muB8. Etwas ahnliches 


scheint auch hinsichtlich des umesternden Ferments der Fall zu sein, da 
namlich der Gehalt an Adenylpyrophosphat in Skelettmuskel und Herzen 
ungefahr gleich gefunden wurde und trotzdem der Umsatz in der Herz- 
muskulatur dadurch erhéht wird. Die in Tabelle VI und ebenso in 
Abb. 2 wiedergegebene, manometrisch gemessene Saurebildung ent- 
spricht nicht direkt der Bildung der Milchséure, sondern vielmehr 
derjenigen der Phosphoglycerinséure, denn die Reduktion der Brenz- 
traubenséure zu Milchsaéure ruft keine Druckanderung hervor. Infolge- 
dessen ergibt bereits Hexosediphosphat ohne Brenztraubensaiure wegen 
der dismutativen Bildung der Phosphoglycerinséure einen Druck- 
anstieg, der sogar durch Zusatz von Brenztraubenséure nicht vermehrt 
wird. (Falls keine Nebenreaktionen auftreten wiirden, sollte die Saure- 
bildung durch Brenztraubenséiure verdoppelt werden, doch ist der 
Reaktionsablauf in frischen Muskelextrakten im Gegensatz zu denen 
aus Acetonpulver, die in dem Versuch der Tabeile V und der Abb. 2 
verwendet wurden, durch Nebenreaktionen gestért.) Wichtig erscheint 
die groBe Steigerung des Umsatzes durch Co-Zymase. 


Tabelle VI. Dismutation zwischen Hexosediphosphat und Brenz- 

traubensaéure in frischem Kalbsherzextrakt mit m 20 NaF. 

Je leem Extrakt + 1 cem Zusatz. Hexosediphosphat 1,7 mg P,O;. 2 mg 

Brenztraubenséure als Na-Salz. 0,8mg Co-Zymase. 0,5°, Bicarbonat. 
5°, CO, in N,. 28°. Versuch vom 8. Dezember 1936. 





emm CO, emm CQ» 
Hexose- Hexosediphos- 
diphosphat phat + Brenz- 
Brenz- traubensdure 
traubensiure + Co-Zymas+ 


Zeit on Hexose- Hexosediphos- 
in , a, diphosphat phat + Brenz- 

Min, =? + Brenz- traubensdure 
= traubensiure + Co-Zymase 


Hexose- 
diphos- 
phat 


6 29 60 47 45 118 
15 47 90 52 48 136 
25 74 120 59 56 151 
ae 104 





In dem in Tabelle V wiedergegebenen Versuch wird in Fluorid 
aus Hexosediphosphat allein nur eine ganz unbedeutende Menge 
Milchsaure gebildet. Dieser Betrag kann unter Umstanden gréBer sein 
und, wenn die Wirkung der Brenztraubensaure gering ist, einen relativ 
groBen Anteil an der Gesamtmilchsaurebildung ausmachen. Diese 
durch Fluorid unhemmbare Milchséurebildung dirfte auf dem frither 
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von O. Meyerhof und K. Lohmann beschriebenen Wege des Spontan- 
zerfalls der Dioxyacetonphosphorséure in Methylglyoxal und an- 
schlieBende Umwandlung desselben in Milchsiure vor sich gehen. Die 
Umwandlung kénnte durch die Methylglyoxalase bewirkt werden. 
yeht aber bereits ohne diese langsam vor sich und kommt sogar, wie 
Kontrollen zeigen, zum Teil erst durch die Kupferkalkbehandlung der 
Trichloressigsaurefiltrate zustande, vorausgesetzt, daB diese eine ge- 
niigende Menge Dioxvacetonphosphorsaure enthalten. Die auf diesem 
Wege erfolgende Milchsaurebildung muB also um so gréBer sein, je ge- 
ringer der auf dem _ physiologisch-enzymatischen Wege erfolgende 
Umsatz ist, weil durch die Existenz des Gleichgewichts Hexosediphos- 
phorsdure = Dioxyacetonphosphorsaure etwa zerfallende Dioxyaceton- 
phosphorsaéure stets nachgeliefert wird, sofern nur die Zymohexase 
intakt bleibt, wenn der weitere Umsatz infolge Mangel an Co-Ferment 
oder auf andere Weise gehemmt ist. Die Versuche der verschiedenen 
Autoren, welche glauben fiir bestimmte Falle-den Abbauweg iiber 
Methylglyoxal bewiesen zu haben, lassen sich fast vollstandig auf die 
angegebene Weise erklaren. Ein solches Ergebnis findet man z. B. sen 
leicht bei dialysiertem Herzextrakt. Dieser wird bei der Dialyse rasch 
und irreversibel inaktiviert, so daB auch nach Zusatz von Co-Zymase 
und Adenylpyrophosphat die Brenztraubensaiure nicht mehr zu Milch- 
siiure reduziert wird. Dabei bleibt, jedoch die minimale spontane Milch- 
siurebildung aus Hexosediphosphat nahezu unverandert bestehen. 
Zusatz von reduziertem Glutathion (GSH), das die Milchsaurebildung 
aus zugesetztem Metnylglyoxal reaktivierte, iibte keinen EinfluB aus 
auf diejenige aus Hexosediphosphat, ebensowenig Glutathion + Adeny!- 
pyrophosphat. 
Zusammenfassung. 

Herzmuskelgewebe und -Extrakt bilden Milchsaure iiber dieselben 
Zwischenstufen wie Skelettmuskulatur. Die Ausbeute an Milchsaure ist 
allerdings geringer, und eben o verlaufen auch die Zwischenreaktionen 
in geringerem AusmaB, was durch die gréBere Empfindlichkeit des glyko- 
lytischen Ferments bzw. durch den geringeren Gehalt des Herzmuskels 
an Ferment erklart werden kann. Der Weg iiber Methylglyoxal scheint 
keine gr6éBere Rolle zu spielen als in der willkiirlichen Muskulatur. 


Zum SchluB méchte ich auch an dieser Stelle Herrn Professor O. Meyer 
hoj herzlichst danken fiir die freundliche Aufnahme in seinem Institut, die 
mir erlaubte, die in Madrid begonnene Arbeit fertigzustellen, sowie fii 
seine Hilfe bei der Ausfiihrung der Versuche. 
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Uber die Kinetik der Hefeatmung. 
Von 
Georg Emédi und Eugen Sarkany. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der kénigl.-ungar. Universitit 
Budapest.) 


(Eingegangen am 25, Dezember 1936.) 


a) Uber eine Gesetzmibigkeit der Hefeatmung. 

G. Neumann (1) beschrieb unlaingst eine Methode fiir die Unter- 
suchung der Hefeatmung, nach welcher der Verbrauch der in der Hefe- 
suspension vorhandenen bekannten Sauerstoffmenge durch den Schwund 
des Oxyhamoglobinspektrums festgestellt wird. Seine Versuchsanord- 
nung war kurzgefaBt folgende: Zu 1,2,4,..., 12 cem einer Stamm. 
suspension (die immer etwa 10 g frische Hefe enthielt) fiigte er eine be- 
kannte Menge gelésten Oxyhimoglobins. Das Gemisch wurde mit 
einer 0,9 °%igen Kochsalzlésung auf 100 cem ergainzt. Einen Teil dieser 
Suspension verschloB er luftdicht in einer Spektrophotometerkiivette 
und beobachtete den Schwund der Absorptionsstreifen mit einem Hand- 
spektroskop, da diese Erscheinung nach seiner Voraussetzung den 
Verbrauch der ganzen vorhandenen Sauerstoffmenge bedeutet. 

Wie aus den Tabellen [, III, IV ersichtlich ist, verbrauchte die halbe, 
drittel, viertel Menge Hefe dieselbe Menge Sauerstoff nicht wahrend der 
zwei-, drei-, vierfachen Zeitdauer, sondern bendtigte immer lingere Zeit. 
Jedoch waren die beobachteten Zeiten kleiner, als wenn sie den (Quadraten der 
atmenden Hefemengen umgekehrt proportional waren. Hieraus ergibt sich 

nN < ; <n? 
n 
(n == Verhaltnis der benutzten Hefemengen: t, die Zeitdauer, welche 
eine bestimmte Hefemenge zur Reduktion des Oxyhamoglobins brauchte, 
t, = die Zeit, welche die n-fache Hefemenge fiir denselben Vorgang 
bendtigte). 

Aus den Neuwmannschen Resultaten folgt weiterhin, daB in einer 
Versuchsreihe, in welcher eine gleich groBe Sauerstoffmenge von ver- 
schiedenen Hefemengen verbraucht wurde, der Zusammenhang zwischen 
Atmungsdauer und Hefemenge annahernd durch folgende einfache 
Formeln ausgedriickt werden kann: 


,- 4 o 
Tr r H (1) 

1 

ras C,H? + C,H (2) 
OC 

¢‘=-—-: (3) 
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(t bezeichnet die Versuchsdauer, C), C, und C die Konstanten eine: 
Versuchsreihe, H die Hefemenge; » ist ein Exponent, dessen Wert 
nahe bei 1,5 liegt.) Uber die Versuche, welche zu diesen Ergebnissen 
fiihrten, gibt Tabelle I AufschluB: 


Tabelle I. 
Zeitdauer; H ccm Hefestammsuspension pro 100 cem Hb Q,-haltige 
Suspension; C,, C, und C = Konstanten. 





Hefemenge (//) 


1 2 4 6 8 10 12 


tbeobachtet 3621203318 11 | 9,5 
(1) tberechnet 362120 45 26,5 18,5)14 244 Co == 118 
(2) | tberechnet 3621203617 10 | 6,5 : 0,001 404 ©, = 0,001 36 
(3) tberechnet 3621294525 16 (11,4 } 362 n 1,5 


tbeobachtet 5301878546 32 [25 /21 
(1) tberechnet 53801877445 32 (25 205 C 312 Cp = 218 
“ad Be 


2) | therechnet 53018759 28 16,5)11 0,00079 Cy, = 0,0011 
(3) | tberechnet 539,201 83/40 29 [21 (15 530 n 1,4 


In dieser Tabelle berechneten wir die Konstanten immer aus den 
zwei letzten Versuchszeiten (kurze Versuche waren hierzu ungeeignet). 
Als Einheit der Hefemenge nahmen wir | ccm der Hefestammsuspension 
an, deren Trockengewicht immer etwa 25mg betrug. Die auf diese 
Weise bestimmten Konstanten variierten in den einzelnen Versuchs- 
reihen. 

Wie aus Tabelle HI ersichtlich ist. sind alle Konstanten Funktionen 
der zu Beginn vorhandenen Sauerstoffmenge. Diese Sauerstoffmenge 
wurde wahrend der Versuchszeit gemaB unserer Annahme verbraucht. 
Den Beweis hierfiir werden wir spater erbringen. Die Proportionalitat 
erscheint zwischen C, der Formel (1) und der Sauerstoffmenge, weiterhin 
zwischen C der Formel (3) und 1,5-ten Potenz der Sauerstoffmenge 
besonders befriedigend. Daher lauten unsere Formeln folgendermasen : 


9 


az \* zt 
t kK, (>) +Kz, (I) 
i ' K,(=) 1 Ke. (IT) 


x x 


ioe (=). (IIT) 


(K,, K,, K bedeuten Konstanten, x die verbrauchte Sauerstoff- 
menge.) Wir stellten uns die Aufgabe, zu entscheiden, ob eine der obigen 
Formeln oder irgendeine andere den Zusammenhang zwischen ver- 
brauchter Sauerstoffmenge, Hefemenge und Versuchszeit richtig aus- 


cs. 
100 eem Hhb-haltige Susnension: 


Tabelle 


C..CdC.. GC = Konstanten. 


- pam Hefesctammansnension nro 


- Joaitdaner: 
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zudriicken vermag. Da sich im Laufe unserer Versuche Formel (| 
als richtig erwies, teilen wir hier einige Versuchsdaten Newmanns nel« 
den aus Formei (J) berechneten Daten mit: 


Tabelle III. 
Temperatur 17,8° bis 21,5°; 0,514 bis 1,180°, HbQg. 





H = atmende Hefemenge Ver- 
(1 ecm Stammsuspension enthalt eine Einheit) brauchte: 
(jo 
1 2 4 6 8 10 12 in emn 


Konstante t Ver- 
brauchszeit 
in Min. 


beobachtet 275 99 43 23 18 14 1.542 
berechnet 275 99 40 24,5 | 17,5 | 13,5 

beobachtet 301 117 50 27 20 16 : 1,438 
berechnet 301 | 117 | 50 81,5 | 23 18 

beobachtet 101 | 42.5 | 22 16 13 ; 1,321 
berechnet 101 | 42,5 | 26,5 | 19 15 5 
beobachtet 369 | 139 60 33 22.5 18 f 1,944 
berechnet 369 | 139 | 58 36 26 20,5 

beobachtet 433 | 156 67 36,5 | 25,5 | 20,5 : 1,896 
berechnet 433 | 156 63 38,5 , 28 21,5 

beobachtet 530 | 187 H 46 32 25 , 2,228 
berechnet 530 | 187 74 45 32 25 


Berechnet nach f¢ 


‘ 


Wie die Tabelle III zeigt, stimmen die beobachteten Werte mit den 
berechneten recht gut iiberein, jedoch finden ‘sich in anderen Versuchen 
Neumanns auch wesentliche Abweichungen, wobei immer die beobachteten 
Versuchszeiten kiirzer sind, als die berechneten. Fiir manche dieser Un 
stimmigkeiten diirften auch Beobachtungsfehler verantwortlich gemacht 
werden, z. B. in der vierten Reihe der Tabelle I Newmanns, die in seinen 
Versuchen die fehlerhafteste ist; in ihr diirfte die beobachtete Versuchszeit 
der 2-cem-Stammsuspension wohl unrichtig sein, weshalb die aus diese: 
Zeit berechneten Daten stets zu groB ausfallen. Wenn wir aber die Versuchs 
zeit der 1- und 4-cem-Stammsuspension zugrunde legen, so vermindert sic! 
die Unstimmigkeit. 

Tabelle IV. 
t, Zeitdauer; H cem Hefestammsuspension pro 100 cem hamoglobin 
haltige Suspension; C, und C, Konstanten. 





Hefemenge (H) 


4 6 & 


t’' beobachtet 350 25 35 . 16 10 


t’ berechnet : f 30,5 | 22 
(aus 1 u. 2) 
t’ berechnet 350 = 105 5 119.5; 18 
(aus 1 u. 4) 
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Uber die Kinetik der Hefeatmung. 


b) Methodik. 
Zur Klarung der Verhaltnisse haben wir einerseits manometrische 
Versuche durchgefiihrt, andererseits Newnanns Experimente zur Kon- 
trolle und zum Vergleich wiederholt. 


Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur vorgenommen. Die 
Hefesuspensionen bereiteten wir meistens mit dest. Wasser, seltener unter 
Zusatz von 1,5°, KH,PO, oder 0,9°, NaCl, so da® alle Medien frei von 
Nahrstoffen waren. Nach dem Waschen der Hefe zentrifugierten wir sie in 
einigen Fallen ab und bereiteten die Suspension aus diesem Hefebrei, in 
anderen Fallen benutzten wir die Suspension selbst, wobei die Nedimen 
tierung der gréberen Teile abgewartet wurde. Bei jeder Suspension be 
stimmten wir das Trockengewicht der Hefe. Die Zeitdauer der Versuche 


betrug 2 bis 7 Stunden. 


Bei der manometrischen Messung wandten wir die Warburgsche (2) 
Methode an. Im Gasraum befand sich Zimmerluft, da es sich um die 
Atmung isolierter Zellen handelte. Die Kohlensiure wurde durch 
30 °ige Natronlauge absorbiert. Unsere Daten sind Mittelwerte aus 


zwei parallelen Bestimmungen. 


Bei der Oxyhdmoglobinmethode verfuhren wir im wesentlichen nach 
Neumann, Das alkoholfreie Oxyhaimoglobin gewannen wir aus Pferdeblut 
nach den Angaben von Newmnann. Die gewaschenen roten Blutkérperchen 
wurden in physiologischer Kochsalzlésung im Eisschrank 2 Tage lang 
aufbewahrt, dann mittels Ather himolysiert und dureh Zentrifugieren 
vom Stroma befreit. Die Lésung wurde nach dem Austreiben des Athers 
stark abgekiihIt, so daB sich am nachsten Tage die Oxyhaimoglobinkristalle 
ausschieden. Der Kristallbrei wurde | bis 6 Tage nach der Herstellung 
benutzt. Das Trockengewicht wurde bestimmt. 

Zur Beobachtung der Spektren bedienten wir uns eines Handspektro 
skopes. Die Versuche wurden bei elektrischem Licht ausgefiihrt. 

Unserer Erfahrung nach ist die bei der Oxyhamoglobinmethode zu ver- 
wendende Schichtdicke ungefiihr umgekehrt proportional der Oxyhiamo- 
globinkonzentration. In unseren Versuchen war die Schichtdicke 1 bis 
50mm, die HbO,-Konzentration 0,03 bis 0,39 °,. Der Faktor (mm Schicht- 
dicke x °, HbO,) war 1,5 bis 3. Neumann benutzte in seinen Versuchen 
eine Schichtdicke von 1 bzw. 2mm und eine Oxyhimoglobinkonzentration 
von 2 bzw. 1 °,, so daB sein Faktor ebenfalls etwa 2 war. Wenn der Faktor 
den Wert 3 iibersteigt, so ist das Spektrum wegen der zu starken Licht- 
absorption nicht mehr wahrzunehmen. Sinkt er hingegen unter den Wert 1,5, 
so wird der Ubergang besonders bei langeren Bestimmungen zwischen 
den Spektren von Oxyhimoglobin und reduziertem Hamoglobin unscharf. 
In diesen Fallen fanden wir kiirzere Reduktionszeiten als bei gréBerer 
Schichtdicke. 

Eine ahnliche Methode zur Bestimmung der Zellatmung wurde von 
Osterhout (3) beschrieben und von Ch. Shoup (4) fiir die Untersuchung von 
lumineszierenden Bakterien verwendet. Letzterer stellte aus Limulusblut 
Hamocyanin dar und fiigte eine bestimmte Menge dieser Losung der 
Bakteriensuspension zu. Infolge der Abnahme des Sauerstoffdrucke= 
entstand aus dem blauen Oxyhaimocyanin das farblose reduzierte Hamo- 
eyanin, so daB dadurch die eben vorhandene Oxyhimocyaninkonzentration 
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kolorimetrisch in jedem Augenblick bestimmt werden konnte. Mit Hilt 
der Dissoziationskurve des Oxyhamocyanins konnte der jeweils vorhanden 
Sauerstoffdruck, sowie die verbrauchte Sauerstoffmenge festgestellt werde: 


¢) Versuchsergebnisse. 

Wir untersuchten die Abhdngigkeit des Sauerstoffverbrauches 1. von 
der Atmungsdauer und 2. von der Hefemenge. Diese Versuche wurde 
mit Hilfe der Warburgschen Methode ausgefiihrt. 

1. Sauerstoffverbrauch und Atmungsdauer. Die fiir die Beschreibung 
der Newmannschen Experimente gefundenen Formeln (1), (11) und (II 
kénnen im Falle konstanter Hefemenge folgendermaBen vereinfaclit 
werden: 


i 


(a, b und » bedeuten Konstanten; der Wert von n liegt zwischen 
l und 2.) Die Richtigkeit dieser Formeln konnte unmittelbar gepriift 
werden. Fiir die Bestimmung der Konstanten a, b und n wihlten wil 
zwei voneinander zeitlich méglichst entfernte Werte, um die Bedeutung 
der Zufallsfehler zu vermindern. Die Tabellen veranschaulichen einen 
Vergleich der aus der veratmeten Sauerstoffmenge nach den obigen 
Formeln berechneten Zeitwerte mit den beobachteten Zeiten. 

AuBer diesen drei Formeln untersuchten wir auch die Gleichung 
der monomolekularen Reaktion, sowie die Henrische Formel, die fiir 
den Ausdruck biologischer Prozesse oft angewandt wurden. Die 
Schiitzsche Regel war in ihrer urspriinglichen Form von vornherein 
unbrauchbar. (Die Beziehungen zwischen Hefeatmung unter unseren 
Bedingungen und Schiitzscher Regel sollen spater erértert werden.) Die 
Méglichkeit der monomolekularen Reaktion war umso plausibler, als wii 
allen Grund hatten, anzunehmen, daB die Hefeatmung vom Sauerstoff- 
druck unabhangig sei, nicht nur in glucosehaltigem Medium, wie es 
Warburg feststellte, sondern auch in zuckerfreier Lésung. Dieses I) 
gebnis fiihrte uns zu der Annahme, daB die AtmungsgréBe vielleicht 
bloB durch die Konzentrationsabnahme einer in der Hefezelle vor 
handenen oxydablen Substanz bestimmt wird, im einfachsten Falle nach 
der monomolekularen Reaktion oder gegebenenfalls nach der Henri schen 
Forme!: 


+ 


le, Sars 1 inet 
- log ZW. — log 
k a—2 k a 


Da diese Gleichungen in ihrer urspriinglichen Form nicht anwendbar 
waren, nahmen wir folgende Umformung vor: x bedeutet die verbrauchte 
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Uber die Kinetik der Hefeatmung. 


sauerstoffmenge, H die Menge der atmenden Hefe; x H ist also eine 
GiréBe, die der Konzentrationsverminderung der oxydablen Substanz 
in der Hefe proportional ist. Nennen wir diesen Proportionalitats- 
faktor k’’, die Anfangskonzentration der oxydablen Substanz @ und den 
Geschwindigkeitskoeffizienten k’, so lautet die Differentialgleichung 
der monomolekularen Reaktion: 


r 


MH a 
ak a} k (a k 7) dt. 
Dividieren wir durch a und setzen fk statt k’ aH. so wird 


" d(k x) - 
] ka | 


und weiterhin 


k't log . 
v6 l—kzx 


Wenn also fiir zwei Zeiten die dazugehGérigen 2-Werte bekannt sind, 


l j 
so kénnen wir k und k’ baw. ke bag = j berechnen. Wenn wir von 
’ - 


einer beliebigen Zeitdauer und ihrem doppelten Wert ausgehen, so wird 
2 x 
x? 


k 


wobei x, > x. Tabelle V zeigt die beobachteten 


; log 


t-Werte im Vergleich zu 


k kx : 


Die Henrische Formel wurde auf ahnliche Weise umgeandert. 

In der Tabelle vergleichen wir die experimentellen Zeitdaten mit den 
‘ ; 1+kz. 
aus der Henrischen Formel berechneten: t = ~; log . 
k 1—kz 

Fiir die Berechnung von k und k’ wurden auch solche Daten an- 

gewendet, bei welchen die eine Versuchszeit die Halfte der anderen war, 

22, — 2; + ‘ on. ome , 

so daBk = = , wobei x; > 2. Uber diese Daten gibt Tabelle \ 


By & 
AufschluB. 

Aus den Versuchen ergibt sich, daB die monomolekulare und die 
Henrische Reaktionsformel in einigen Fallen zu falschen Ergebnissen 
fiihren und daB die mit ihrer Hilfe berechneten Werte auch in anderen 
Fallen von den Versuchsdaten mehr oder weniger abweichen. Die 
Unterschiede zwischen den nach Formel (5) berechneten und den ge- 
fundenen Zeiten sind bei mittlerer Versuchsdauer wesentlich gréBer 
als unter Zugrundelegung der Formeln (4) und (6). Die nach Formel (6) 
berechneten Werte fallen fast immer héher aus als die beobachteten 
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und weichen ausnahmslos starker von der Beobachtung ab als die au 
der Formel (4) berechneten. Ziehen wir die Kleinheit der Fehler und ihr 
Verteilung in Betracht, so miissen wir die Formel (4) als richtig an 
nehmen:t = ax* + bx, die unter den geschilderten Umstanden (H bleibt 
unverandert) die Hefeatmung genau beschreibt. 

2. Sauerstoffverbrauch und Hefemenge. Es ist kaum vorstellba) 
dal die Atmung der Hefe von ihrer Menge und von ihrer in gewissen 
Grenzen wechselnden Konzentration bei Anwesenheit von geniigen| 
Sauerstoff beeinfluBt wird. Die Proportionalitat des Sauerstoff 


Tabelle Va. 
verbrauchte Sauerstoffmenge. ¢ Zeitdauer. 
a,b, k, k’ und n Konstanten. 
Versuch: 24. Oktober 1935. Temperatur: 18° C. 





az? +bex t az® 
a= 0,001 6 = 0,555 ae cit! ae a=0,111 n 
Ber. aus 40’, 275 ty eee 0.29 Ber. aus 40’, 2 


cmm Ber. aus 40’, 275 


41,4 (40) (40) 
67,9 84 91 

82,7 0 123 

96,0 

111,8 

121,5 

131,2 

140.1 


Ta belle Vb. 
-0 


Versuch: 21. November 1935. Temperatur: 20,7 





ax2+bez a b ar 


1 1 1 i 1 
_ — lo 
n ro 0g 1 kz R 1 


a 0,102 22 ' r a 1,75 ; 1 4 1 


= 2,72 n 1,36 r= = . 
a 1,031 nee Ge Aes 499 240 
b = 0.1268 Ber. aus 20’, 240 k = 0,018 k = 0.022 


Ber. aus 20’, 240’ Ber. aus 120’, 240’ Ber. aus 120’, 24 


Ber aus 20’, 240’ 


emm 


5 4.8 23 3,6 

10 3 10 9,0 13,5 

20 6, (20) (20) 

80)| 7, 28 29 33.5 

40 10, 38 41 

50 6 45 50 

60 54 60 60 63 
120 it 120 138 131 (120) (120) 
150 150 156 

180 179 191 185 
210 34,2 212 213 
240 (240) (240) (240) (240) (240) 
260 257 251 255 
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Tabelle Ve. 


Versuch: 22. November 1935. Temperatur: 19,7° 


C. 





l 

l kr 
a = 0,0221 a a a = 0,186 k = 0,008 28 
b = 0,69 a = 18.98 " 1,61 1 

Ber. aus 20’, 487’) 2 = 420 Ber. aus k’ 

b = 0,178 20’. 437! 402 

emm Ber. aus 20’, 437’ ~ ° Ber. aus 120’, 240’ 


1 
> s+ ita 
ax? +bz a b az” ye log 


5,2 4,3 
10 9.5 
18,6 (20) 
24,7 31 
38,6 60 
50 83 
60 120 (120) 
68,4 149 
75,7 177 
83,9 211 
90,2 240 
99,6 283 

103,9 308 
107,2 324 
116 372 
117,2 378 
119,1 392 
126.4 (437) 


Tabelle Vd. 


l+kz 
l—ker 
k 0.009 58 
~ 
21,5 
Ber. aus 120’, 240 


] 
og 
7) £ 


kK 


(240) 


549 


Versuch: 5. Dezember 1935. Temperatur: 21,2°C. 





1 
log 
ee * b ent 
= 0,0234 r r H vue ; 0,011 98 
1,602 ae - = ly 
1 = 4,768 354.5 


b = 0,271 kt 


emm Es wurden alle Konstanten aus 60’ und 120’ ber 


26.9 (60) (60) (69) (60) 
45,15 (120) (120) (120) (120) 
53,4 152,5 148 150 i57 

60,15 181 171,5 177 196.5 


g2 
= 0.016 29 
-~ = 147 
k 


echnet 
(60) 
(120) 
170 


293,5 
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Tabelle Ve. 


Versuch: 28. Dezember 1935. Temperatur: 21,2°C. 





1 
ag”™ k’ log 


he h IL 


0.0169 7 r @ = @2 
rte 
Q 20 300° 0 = 2128 B " a 300’ ' ; 
aus 30. ¢ - er. aus. ‘ 7 
bh = 0,239 Tr. SUS, k 0.0066 k = 0.0 


Ber. aus 30’, 300’ Ber. aus 150’, 300’ Ber. aus 150’ 


37 1 - 
2 - = 540 


emm 


15 14,6 16,5 13 

30 23.6 (30) (30) 40 
45 31,7 45 f 

60 38.6 59 

90 51.1 88 94 
120 62,0 120 165 

150 72.1 150 58 (150) 
180 82, 186 
210 89, 214 234 
240 97,2 244 
270 103.8 273 276 
300 109,9 (300) (300) (300) (300) (300) 


verbrauches und der Hefemenge entspricht allen besprochenen Formeln 
Um obigen Zusammenhang zu untersuchen, haben wir die Atmung 
einer Hefesuspension in verschiedenen Verdiinnungen parallel be- 
stimmt. Wir haben besonders darauf geachtet, daB die verschiedenen 
Verdiinnungen am Anfang des Vetsuches im gleichen Mae ,,ermiidet 

waren (s. weiter unten). Es ergibt sich, daB die GréBe von Qo, sich nur 
mit der Atmungszeit veraindert, aber von der Hefemenge unabhangig ist : 
in gleichen Zeiten ist also die verbrauchte Sauerstoffmenge der atmenden 
Hefemenge proportional und der Proportionalitatsfaktor ist eine Funktion 
der Zeit (s. Tabelle VI). 


Tabelle VI. 


Versuch: 28. Dezember 1935. Temperatur: 21,2°C. 
Zeitdauer. 209, = verbrauchte Sauerstoffmenge in cmm. 





P 9 , 833 
Xo, durch 9mg = rp, durch 1,83 mg Qo, von 9mg Yo, Vou 1,83 mg 
‘ 2 


. Hefesabetans = Hefesubstanz -_ Hefesubstanz Hefesubstanz 
Min. 0,7 com 0,7 eem 


t 


120 62,0 13,1 3, 3,58 
150 72,1 15,2 12 3,31 
240 97,2 19,6 7 2,69 
300 109,9 22,5 2.4 2,44 


Die Abnahme der Werte von Q,, mit der Zeit weist auf das Sinken 
der Atmungsfahigkeit hin. Diese ,,Ermiidung“ kann hochgradig sein 
und ist, wie wir mehrmals gepriift haben, in Traubenzuckerlésung reve! 
sibel. Geben wir zu einer Hefemenge, die durch lingere Zeit ermiidet 





And 
unse 
sich 


bzw 


Man 
hera 
H 


gew 


wor 
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vurde, Glucose, so hebt sich die Atmung auf das héchste Atmungsniveau 
jener Hefemenge, die schon zu Beginn der ,,Ermiidung‘‘ Glucose er- 
halten hatte. Tabelle VII veranschaulicht diese Erscheinung. 


d) Folgerungen aus den Tabelle VII. 
Versuchsergebnissen. Versuch: 18. Januar 1936. 
Aus Zeitdauer; 20, verbrauchte Sauer- 
— af bs Teas stotfmenge in cmm. 


folgt, daB ; ap), im 1,5 oiger 
K H, PO,-Lisung 
mit 0,395 Glucose 





/ 
b- | b?2 + 4at > Min. 
« (2) 
» 
Za 0— 30 39,3 36,5 


Andererseits folgt nach 30— 60 Atmung in 42.1 41,3 
60— 90 glucosefreier 35,3 31,9 


unseren Feststellungen, die — gg _ 499 1,5 %iger 374 
sich auf Qo, beziehen: 120—150  KH,PO,-Lésung 33,8 
. 1509—180 36,8 
r 
— ei Porting 
» PO,-Liésung 


’ ),3 °/) Glucose 
baw. «= H.F(t). met 65 "0 Grnoont 


Man kann nun in (7) H_— 1g9—210 37, 39,6 
herausheben und einen von 210-240 38, 38,0 

ne 7 240 —270 : 36,3 
H unabhangigen Faktor 9579) 39): 34.7 
gewinnen : 

H(—k, 

woraus weiter folgt 
x 


r So . , 
+= Kila) + Ray 





(ky, ky, K,, Ky sind Konstanten.) D.h. die Gleichung (1), die wir zur 
Beschreibung der Newmannschen Experimente gefunden haben, gilt auch 
hei der Hefeatmung im Barcroft-Apparat. 

Diese Ableitung aus unseren Versuchsergebnissen gibt den Ursprung 
des Zusammenhages zwischen C, und 2° baw. C, und «x an, der in den 
Neumannschen Tabellen von uns beobachtet wurde; er ist auBerdem 
eim Beweis dafiir, dap die x-Werte der Newmannschen Tabellen nicht 
nur die anfdnglichen Sauerstofimengen, sondern auch die verbrauchten 
bedeuten. 

Die Hefeatmung verlauft bei Anwendung der Newmannschen Ver- 
suchsanordnung, in welcher der Sauerstoffdruck fast auf 0mm Hg 
herabsinkt, mit derselben von der Sauerstofftension unabhangigen 
RegelmaBigkeit, die bei einem Druck von 1/, Atmosphare besteht. 
Die Intensitat der Atmung vermindert sich ebenfalls nicht (s. die Kon- 


Biochemische Zeitschrift Band 290. Ps 
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stanten). Diese Beobachtungen unterstiitzen die Behauptung Warburgs (5), 
daB die Hefeatmung innerhalb weiter Grenzen von der Sauerstofftensio) 
unabhangig sei. 
e) Abweichungen von der RegelmabBigkeit. 
Die typische Abweichung des Ablaufes des Sauerstoffverbrauches vo. 
Formel (I) zeigt sich hauptsachlich darin, da das Sinken des Verbrauic! 
etwas stirker fortschreitet als aus der Formel berechnet wird. Es sind 


auBerdem mittels beider Methoden Versuche gemacht worden, in dene! 


x 
das Glied K, = vernachlassigt werden konnte, so dai sich die Forme! ds 


H 


2 
- {@ g ; - 
Form t= K, (= ) niherte. Unsere mitgeteilten Beispiele wollen dies vera: 


schaulichen; der manometrische Versuch zeigt auBerdem die obengenannt: 
: te x, \" 
typische Abweichung, da der Exponent, der aus Wha (- ) berechnet werder 
Z,/ 
1 1/ 
kann, etwas iiber 2 wachst (Tabelle VITI). 
Anmerkung. Es wird aus dem Bestehen der Formel (I) klar, da na 
( 
dem Verbrauch gleich groBer Sauerstoffmengen die Gleichung ¢t = H 
gultig werden kann, wie es auch in Newmnanns Versuchen der Fall wa: 
ans : Pe C~; C; 
(l< 2), und daB bei Vernachlassigung des Gliedes > ,t = , seu 
H H 
wird. Im Zahler und Nenner beider Formeln stehen Sauerstoff- und Hefe 
mengen, die in demselben Rauminhalt enthalten sind, so daB sie durch 
den Sauerstoffkonzentrationsfall bzw. durch die Hefekonzentration sub 
stituiert werden kénnen. Demnach wird also H die Hefekonzentration 
bedeuten. Die beiden erwahnten Zusammenhange besitzen aus folgenden 


Griinden Interesse. Vor etwa 30 Jahren untersuchten mehrere Autoren die 
Kinetik der Hefegarung. Aberson (6) fand an frischer Hefe die Henrische 


Formel als giiltig. R.O. Herzog (7) arbeitete mit Acetonhefe und konnt: 
neben der Henrischen Formel in gewissen Grenzen auch die Gleichung de: 


monomolekularen Reaktion anwenden. H. Euler (8) hat mit Hefe-PreBsaft, 


Zymase, gearbeitet und fand, wieder nur begrenzt giiltig, eine monomole 
kulare Reaktion. Die beiden letzten Autoren beobachteten auch die Wirkuny 
der Acetonhefe und der Zymase auf den Geschwindigkeitskoeffizienten 
Herzog fand Proportionalitét mit dem Quadrat der Konzentretion; nach 
Euler bestand diese Proportionalitaét mit der 1,3- bis 1,7ten Potenz de: 


Tabelle VIlla. 
Versuch: 17 Oktober 1935. Temperatur: 19,0° C. 
t = Zeitdauer; « = verbrauchte Sauerstoffmenge. 





x 210 53, 2 r 210 
emm t J emm t 


29,4 3,5 
33,6 2,62 
37,5 2,10 
50,0 117 
53,7 








Vers 
41,2 
0.03 
Sau 


der 
gewi 
Gleic 
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Tabelle VIIIb. Versuche mit der HbO,-Methode. 





Hefemenge (H) 


De . 
Datum Formel Konstante 


1935 d 4 t 8 10) 12 


t’ beob. 98 23.5 12 ( 6 4,5 


; Aus 98 und 23,5’ nicht 
t' ber. 
berechenbar 
t ber. 9S 24.5 11 


t'beob. 140 36.75 16 


t’ ber. 140°36.75 17 10.5 


t’ ber. 149 35 155, 9 5 560 


H bedeutet die Trockensubstanz von | ccm Stammsuspension: im 
Versuch vom 27. September 29,4 mg, im Versuch vom 15. Oktober 
$1,2 mg. Es waren 2, 4, 6, 8, 10 und 12 cem Stammsuspension in 100 cem 
0,037 ° iger bzw. 0,0303°.iger Hamoglobinlésung anwesend, so daB die 
Sauerstoffmenge am Anfang 674 bzw. 655cmm war. Die verwendete 
Schichtdicke war im ersten Falle 20 mm, im zweiten 50mm. Das Produkt 
(°4 HbO, x mm Schichtdicke) bleibt also im ersten Falle unter 1,5 (s. Metho- 
dik), da aber die Absorptionsstreifen sicherlich bei derselben Sauerstoff- 
tension verschwunden sind, war der Versuch in der Untersuchung des Ver- 
brauchsganges verwertbar. ¢ Verbrauch des O, in Min. ~~ Temperatur 
21° bzw. 23°C. 


Konzentration. Es kommen also im Falle der Hefegirung bei gleichen 
Anfangs- und Endkonzentrationen der Zuckerlésung (wenn also die loga 
rithmischen Glieder identisch sind) dieselben Regelmabigkeiten fiir Zeit 
und Hefemenge zur Geltung wie bei der Hefeatmung in nahrstofffreien 
Medien in Fallen gleicher Sauerstoffkonzentration. 


f) Die Werte der Konstanten. 


Es ist vorauszusetzen, daB der Wert von K, je nach dem Anfangspunkt 
der Beobachtung variabel ist. Fangen wir die Beobachtung bei einem 
gewissen Zeitpunkt an, so ergeben sich fiir die Zeiten ¢, und ¢, die folgenden 
Gleichungen: 

(3) 


Wenn aber die Beobachtung erst im Zeitpunkt ¢, begonnen wird, so ergibt 
sich fiir Zeit ¢,, nach einer Dauer von t, —¢, t, wahrend der die Sauer- 
stoffmenge +,—- 2, a verbraucht wurde, die Gleichung 

2? — a? L—g— 2; 


~ + K. 


a a 
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woraus weiter 


und 


und 
far?  & op 2 
t Ki(5) + Kaz 4 2K ye" 

Aus (8) folgt 
H 


2K, 


-K, + } RK? +4K,t¢,) 


2) 


und durch Einsetzen in (9) 


z\* x 
f= Ki (7) + )K2+4K,¢,- HH’ (10 


Wenn also zu einer gewissen Zeit die zweite Konstante den Wert K, besitzt. 
so wird sich abhingig von der bis zum Anfang der Beobachtung vergangenen 
Zeitdauer ¢t, und K, der beobachtete Wert des Konstanten K, erhéhen 


Man k6nnte sich daher vorstellen, daB in der Anfangsperiode des 
Sauerstoffverbrauchs in den verwendeten Mitteln K, = 0 gewesen sei, 
und daf} erst das Wachstum des zweiten Gliedes unter der Quadratwurze! 
die beobachteten Werte von K, zustande gebracht habe. Auch diejenigen 
Werte fiir ¢,, welche aus der Formel K, = )44,¢, zu ermitteln sind und die 
sich auf den Sauerstoffverbrauch vor dem Versuche beziehen kénnten, 
ergeben sich immer nur zu einigen Minuten, sind also méglich. Z. B. ergibt 
sich im manometrischen Versuch vom 18. Oktober, bei dem K, 1,28, der 
Wert K, = 4,4, wenn man den Zeitpunkt 0 Minuten als Anfang betrachtet, 
K, = 9,1 fiir 15 Minuten als Anfangszeit und K, = 26,9 fiir 130 Minuten 
als Anfangszeit. Wenn wir aus diesen Werten nach der obigen Formel / 
berechnen, so bekommen wir 3,5, bzw. 16, bzw. 133 Minuten, wie wenn 
3,5, bzw. 1, bzw. 3 Minuten vor dem Versuch K, = 0 gewesen wire. In 
unserem manometrischen Versuch vom 24. Oktober haben wir dest. Wasse: 
und KH, PO,-Lésung parallel als Suspensionsmittel benutzt. In Phosphat 
war Kk, 2,6, in dest. Wasser 7,1; in der Phosphatlésung war K, = 8,9, 
in dest. Wasser 15,9. Es war also die Atmungsintensitat entsprechend 
den Unterschieden zwischen den Konstanten recht verschieden. Trotzdem 
ergibt sich ¢, in der Phosphatlésung zu 7,6 Minuten, in dest. Wasser zu 
8,8 Minuten. 

Wir beobachteten wie oben mitgeteilt in einigen Versuchen, 
die mit der Oxyhamoglobinmethode ausgefiihrt wurden, daB die Ver- 
brauchsdauer dem Quadrat der Hefemenge annaihernd umgekehrt 
proportional war. Ebenso war bei einigen manometrischen Versuchen 
die Zeit dem Quadrat des Sauerstoffverbrauches proportional, so dal 
x 
H 
Hypothese unterstiitzt wird, daB die gefundenen K,-Werte nur durch 


das Glied K, = auch hier vernachlassigt werden konnte, wodurch dic 
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len Sauerstoffverbrauch vor dem Versuchsanfang bedingt waren. 
Gegen diese Méglichkeit spricht aber die Tatsache, daB in Newmanns 
Experimenten K, derart konstant ist, wie es kiinstlich nicht zu er- 
reichen gewesen ware, wenn A, urspriinglich 0 war. 

Aus den im Barcrojt-Apparat ermittelten Daten wiahlten wir fiir die 
Berechnung von K, immer zwei méglichst weit auseinanderliegende Werte. 
Unsere Einheiten waren die Minute, fiir die Hefe 1 mg des Trockengewichts, 

_ [min . mg? 
fiir den Sauerstoffverbrauch 1 cmm unter Normalbedingungen. A i eee | 


wurde aus der Forme!l 


min. mg ° ee P gat 
: durch Riicksubstituierung in die Gleichung 
mm: 


f= £. (7 \+ kK, (>) gewonnen. 


In den Versuchen mit der Oxyhimoglobinmethode berechneten wir die 
Konstanten aus den zwei langsten Atmungszeiten und den iibrigen dazu- 
gehorigen Daten. Die in den Tabellen der Oxyhaimoglobinversuche dar- 
gestellte Konstante C, wurde mit einem Bruch multipliziert, dessen Zahler 
das Trockengewicht eines cem der Hefestammsuspension in mg und dessen 
Nenner den Sauerstoffinhalt in cmm pro 100cem HbO,-haltige Hefe- 
suspension angibt. C, wurde mit dem Quadrat obiger Zahl multipliziert. 
(C, = K, a’, C, = K,x; die Einheit der Hefe ist hier nicht die in 1 cem 
Stammsuspension enthaltene Hefemenge, wie in der Tabelle I, II, III, IV 
und VIII, sondern diejenige Hefemenge, deren Trockengewicht 1 mg ist.) 

Der Wert der Konstanten schwankt — wie aus Tabelle LX ersicht- 
lich — in weiten Grenzen. Es ist auffallend, das zwischen beiden 
Methoden ein regelmaBiger Unterschied besteht. Die Konstanten der 
Warburg-Methode sind immer hoher als die der Oxyhamoglobinmethode, 
was auch leicht verstandlich ist, da erstere niedrigere Qo,-Werte liefert. 
Wir fanden weiterhin, daB diejenigen mit der Oxyhamoglobinmethode 
zur selben Zeit ausgefiihrten Versuche die niedrigsten K,-Konstanten 
haben, in denen die HbO,-Konzentration und damit die verbrauchte 
Sauerstoffmenge die gréBte war. Wir versuchten diese Atmungs- 
beschleunigung auf die HbO,-Praparate zuriickzufiihren. Um diese 
Frage zu priifen, wurden Versuche mit der Warburgschen Methode 
angestellt, in denen die Hefeatmung in HbO,-Losung bzw. in dest. 
Wasser bestimmt wurde. Unsere HbO,-Praparate verursachten in den 
ersten 5 bis 10 Minuten eine maBige Beschleunigung der Atmung und 
waren spaiter ganz wirkungslos, so daB der Unterschied in der HbQ,- 
Konzentration — besonders in langeren Versuchen — fiir eine merkliche 
Abweichung nicht verantwortlich sein kann. Andere Praparate hatten 
var keinen EinfluB auf die Hefeatmung. 
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Tabelle LX. Tabelle der Konstanten (Auszug). 





Manometrische Methode 
) 1s to ly sient 
I ” um i. a Tempe- 

ersucns K e uspe nsions- ratur ky ke 


‘ lésung 
0 €) 


1933 
( Durehschnitt 4.23 
von 6 Ver- 
suchen 
Neumanns) 


(Durehschnitt 
von 12 Ver- 
suchen 
Neumanns) 


Hb Oo-Methode 


Suspen- Temp 
sions- ratu: 


lésung 


0,005 °,, 
HbO, 
in 0,9% 
NaCl 
0.5—2 % 
Hb, in 
0,9 %, 
NaCl 


verd 
und 
Diff 


fiir 
pflas 


{nw 
die 
spric 
Beol 


1935 
16. IX. 
EDs” ke 


Dest. Wasser 
0,03% HbO, | ; ,BD 0,03 ° 
HbO, 


io: - Ux: E 0,118 % ; 
. HbO, baw. 

| i So Dest. Wasser A st 
ae. & 28 0,052% Hb Os 0,052 % 
HbO, 


gleic 


) 


‘ . Scha 
Tees Dest. Wasser 


1.0% 
KH, PO, 


1.5% 
KH, PO, 


Dest. Wasser 


wora 


* » (Ky vu 
0,047°,, HbO, 20,7 (7 | 2,78 0.047 ° Glie 
| Hb Og 
0,043, , 9, 0,17 3,54 0,043 % ; 
t Hb0, ist: 
OS Ve 0,09 | 2,38 0,158 % 
HbO, 


Dest. Wasser 
0,14 115 0,033, 
HbO, Dies 
Schii 
Die kleine Temperaturdifferenz zwischen den beiden Systeme! Der 
kann diesen Unterschied ebenfalls nicht begriinden. Es ware vielleicht einer 
moéglich, da& bei dem Schwund des HbO,-Spektrums noch ein wesent in di 
licher Teil der Sauerstoffmenge vorhanden ist. Doch ist diese Voraus 
setzung in Neumanns Tabelle Il ganz ausgeschlossen, da der Zusammen 
hang zwischen C,, C, und der anfanglich vorhandenen Sauerstoffmeng: 
sehr ausgepragt ist. Die Verminderung der Konstanten infolge de: 
héheren HbO,-Konzentration ist in Newmanns Versuchen ebenfall- 
wahrnehmbar. Der Grund der verschiedenen Ergebnisse mit de1 


beiden Methoden ware vielleicht in speziellen Unterschieden zu finde: 
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vie z. B. in der Kohlensdureanhaufung im HbO,-System gegeniiber 
ler kohlensaurefreien Atmosphire der manometrischen Methode oder 
in der Zusammenwirkung der oben besprochenen Faktoren. 


z) Die Schiitzsche Regel und die Hefeatmung. 

Die Schtitzsche Regel besagt, daB die Konzentration des durch Pepsin 
verdauten EiweiBes (4) der Quadratwurzel der Pepsinkonzentration (P) 
und Zeit (¢) proportional ist: A | & Pt, woraus durch Quadrierung und 

es dA | a -. 
Differenzierung : —=—-+*—-e 
dt 2 A 

Diese Beschreibung der Pepsinverdauung fand vielfach Anwendung 
fir den Ausdruck von Fermentprozessen, z. B. Verdauung durch Trypsin, 
pflanzliche Proteasen, einige Lipasen und Amylasen. Die Grenzen ihrer 
Anwendbarkeit werden dadurch bestimmt, daB im Falle langerer Versuche 
die Geschwindigkeit der Verdauung geringer wird als es der Formel ent- 
spricht. Aus der Sehtitzschen Regel ist auch verstandlich, daB, wenn die 
Beobachtung des Prozesses nicht am Anfang des Versuchs beginnt, die Zeit 
gleich einer Summe wird, deren erstes Glied A?, das zweite A direkt und P 
bzw. ) P umgekehrt proportional ist [siehe Formel (10)] (im Falle K, 0; 
A statt « und |P statt H geschrieben). 

Nach der Deutung von Arrhenius (9) ist die urspriingliche Form der 
Schiitzschen Regel: 

dA + 
) 
dt \ 
woraus 
k 
. ae i x 
2k, I k, J 
(k, und k, bedeuten Konstanten). Erst nach Vernachlassigung des zweiten 
Gliedes entsteht die bekannte Formel. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit des von uns betrachteten Prozesses 

ist: 
dz 
dt 


Diese Forme] entspricht vollstandig Gleichung (11), welche aus der 
Schiitzschen Regel mit Hilfe der Deutung von Arrhenius abgeleitet ist. 
Der im Nenner stehende Quotient ist der Konzentrationserniedrigung 
einer oxydablen Substanz bzw. der Konzentrationserhéhung eines sich 
in der Zelle anhéufenden Reaktionsproduktes proportional. 


h) Theoretische Betrachtungen. 
Die empirische Reaktionsformel ist 
dz H 


dt 
K, +2 
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(x bedeutet die Menge des veratmeten Sauerstoffs). Ihre Entstehun; 
kann folgendermaBen gedeutet werden: dX/dt soll die Oxydations 
geschwindigkeit in der Zelle bezeichnen; die wahrnehmbare Reaktions 
geschwindigkeit ist sicher kleiner, da der Verbrauch einer bestimmten 
Menge Sauerstoff eine um so geringere Konzentrationserniedriguny 
verursacht, je gréBer das Volumen der Suspension ist. Andererseit- 
ist die Konzentrationserniedrigung um so gréBer, je mehr Hefe vorhanden 
ist. Wir bezeichnen das Volumen der Hefezellen mit V, das Volumen 
der Suspension mit V’. Wenn keine Sauerstoffdiffusion in die Zellen 
hinein stattgefunden hatte, so wire in ihnen die Sauerstoffkonzentration 
um X erniedrigt worden. So entstand aber eine Konzentrations 
verminderung X’ in der ganzen Suspension. Es ist klar, dab 


d X’ V dX 


re “ne 2 oraus : 
X worau rr ” dt 


Diese Gleichung driickt den Zusammenhang zwischen merkbarer und 
intracellularer Reaktionsgeschwindigkeit aus. Daraus folgt weiterhin 


da g?X 
dt dt 


Nach Eliminierung von V aus der Formel der empirischen Re- 
aktionsgeschwindigkeit bekommen,wir als Koeffizienten die intra- 
cellulire Reaktionsgeschwindigkeit. Nach Vereinfachung gilt: 

A, 

4y = 
1 + 

as 
(A, und A, bedeuten Konstanten). D.h. die intracellulare Reaktions- 
geschwindigkeit ist um so gréBer, je gréBer die Hefemenge und je ge 
ringer die von ihr veratmete Sauerstoffmenge ist. In ahnlichen Vor 
gangen, bei denen die Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration 
eines Reaktionsteilnehmers unabhangig ist, ist die Reaktionsgeschwindig- 
keit der Konzentration des Ferments, eventuell der der reagierenden 


A P 
Substanzen, proportional ; : ware daher der Konzentration 


x 
bt des 


des Atmungsferments und der oxydablen Substanzen proportional. 

Im Nenner ist x/H bzw. 2/V der Konzentrationserniedrigung 
einer oxydablen Substanz bzw. der Konzentrationserhéhung eines 
Oxydationsproduktes proportional. Die Entstehung solcher aus zwei 
Gliedern bestehenden Nenner deutet Arrhenius (9) mit der Bindung 
bzw. Inaktivierung des Ferments oder einer der reagierenden Substanzen 
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durch eines der Reaktionsprodukte. Die Bindung entspricht dem 
Massenwirkungsgesetz. Die Erklarung der Schiitzschen Regel ist die- 
selbe. Ist die aktuelle Konzentration des freien Ferments C und am 
Anfang des Versuchs Cy, und ist die Konzentration eines Oxydations- 
produktes x/V proportional, so gilt in gewissem Falle 


0 


Diese Gleichung stimmt formell mit den obenstehenden Briichen voll- 
kommen iiberein. 

Wenn diese Deutung unserer empirischen Formel zutrifft, so kann 
sie nur solange giiltig bleiben, als sich die Konzentrationen von Ferment 
und ReaktionsteiInehmern wahrend der Oxydation und wahrend anderer 
intracellularer Prozesse nicht wesentlich andern. 


Zusammenfassung. 

1. Wir untersuchten den Sauecstoffverbrauch der Hefe in ver- 
schiedenen Medien, wie dest. Wasser, 1,5 °%igem KH,PO,, 0,9 °%igem 
NaCl, also in nahrungsfreien Lésungen. Nach unseren Versuchen gilt 
fiir den Zusammenhang zwischen atmender Hefe (H),  Sauerstoff- 
verbrauch (x) und Atmungszeit (t) die Gleichung 


Ky (7) 


(K, und K, bezeichnen Konstanten). 


2. In bezug auf die Atmungsbestimmung mittels Hamoglobin 
stellten wir folgendes fest: 

a) Die aus den Newmannschen Daten berechneten Konstanten (C, 
und C t = + Cs 

Se ae 

deren Quadrat proportional. Dieser Zusammenhang ist ein Beweis 
dafiir, daB die ganze vorhandene Sauerstoffmenge praktisch verbraucht 
wird und daB8 daher die Oxyhamoglobinmethode, richtig angewendet, 
fir Atmungsbestimmung geeignet ist. 


sind der anfanglichen Sauerstoffmenge bzw. 


b) Die Oxyhimoglobiamethode gibt stets héhere Qp,-Werte als 
die manometrische. wofiir wir keinen Grund finden konnten. 
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3. Die Geschwindigkeit der Hefeatmung ist in den beschriebenen 
nahrungsfreien Medien, solange das HbO,-Spektrum sichtbar ist, vom 
Sauerstoffdruck unabhangig. 


4. Nach der empirischen Formel fiir die Reaktionsgeschwindigkeit 
rechnen wir die Hefeatmung zu den Prozessen, in denen nach der Deutung 
von Arrhenius das Ferment oder einer der Reaktionsteilnehmer durch 
eines der Reaktionsprodukte nach dem Massenwirkungsgesetz gebunden 
und inaktiviert wird. Es besteht ein besonders enger Zusammen- 
hang zwischen der von uns festgestellten RegelmaBigkeit und der 
Schiitzschen Regel. 
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Bestimmung von Glucose mit Bichromat. 
Von 
S. M. Strepkov. 
(Aus der Universitat Samarkand, USSR.) 


(Eingegangen am 31, Dezember 1956.) 


Die ferricvanometrischen Methoden zur Bestimmung reduzierender 
Stoffe haben vor den Methoden, welche auf der Reduktion von Kupfer- 
oxyd beruhen, den Vorzug, daB das in dem Reduktionsproze8 erhaltene 
Ferrocyankalium nicht so leicht oxydierbar ist wie Kupferoxydul. 
Doch ist auch hier die Méglichkeit einer Selbstoxydation nicht aus- 
geschlossen, da die Zeit und die Temperatur des Erhitzens, sowie die 
Konzentration der Reagenzien auf die Reaktion von Einflu8 sind. 
Die ferricyanometrischen Methoden haben sich in verhaltnismaBig 
kurzer Zeit sehr gut bewahrt, so daB sie zur Bestimmung reduzierender 
Stoffe bereits allgemeine Anerkennung gefunden haben. 

Die vorliegende Methode beruht darauf, daB reduzierende Zucker, 
wie Glucose, Fructose, Maltose und andere, in alkalischer Lésung Ferri- 
cyankalium zu Ferrocyankalium reduzieren. 

Das gebildete Ferrocyankalium wird mit Kaliumbichromat in 
saurer Lésung titriert: 


2 K,Fe(CN), + O = 2K,Fe(CN), + K,0(+ K,SO,). 


Ein Molekiil K,Cr,O, gibt drei Atome Sauerstoff (sechs oxydierende 
Aquivalente) : 


K,Cr,0, + 4 H,SO, = K,SO, + Cr,(SO,), + 4 H,O + 30. 
Die allgemeine Gleichung fiir alle diese Reaktionen ist also: 
2 CrO, = Cr,O0, + 30. 

Dank seines niedrigen oxydierenden Potentials scheidet Kalium- 
bichromat den Sauerstoff nicht als solchen ab, wirkt nicht auf Gummi 
und Kork und ist in Lésung im Gegensatz zu Permanganat sehr haltbar 

Auch werden in der Reaktionsmischung anwesende organische 
Stoffe durch Kaliumbichromat weniger leicht oxydiert als durch Perman- 
ganat. Das Kaliumbichromat ist leicht rein darzustellen und wegen 
seiner hohen Temperaturbestandigkeit gefahrlos zu trocknen. Infolge- 
dessen stellt es eine vorziigliche Urtitersubstanz dar. Der Titer einer 
Kaliumbichromatlésung bleibt beim Aufbewahren unbegrenzt konstant, 
sogar beim Ansaiuern und beim Kochen wird er nicht verandert. 

Bei der Bestimmung von Ferrocyankalium mit Hilfe von Kalium- 
bichromat wird als Indikator eine 0,2°%ige Diphenylaminlésung in 














S. M. St repkov: 


konzentrierter N-freier Schwefelsaure verwendet. Kaliumbichromat 
gibt mit diesem Indikator eine Blaufaérbung. Ferricyankalium verhalt 
sich zwar zu Diphenylamin analog wie zu Bichromat, aber gleichzeitig 
anwesendes Ferrocyanid vermindert das Oxydoreduktionspotential und 
entfarbt die Lésung. 


Untersuchung des Einflusses der Oxydationsprodukte 
der Monosaccharide. 


Zwecks Untersuchung des Einflusses der Oxydationsprodukte dei 
Monosaccharide (Glucose, Fructose) auf das Titrationsresultat mit 
Hilfe von Kaliumbichromat verwendeten wir die Lésung von Ost und 
die Fehlingsche Lésung. 50 ccm jeder Lésung wurden mit 1 %igen 
Léosungen von Monosacchariden reduziert. Nach der Reduktion wurde 
das gebildete Kupferoxydul abfiltriert und das Filtrat mit 10 %iger 
Schwefel- oder Salzséure neutralisiert. Sodann wurden 50 ccm 
n/lO K,Fe(CN),-Lésung mit der erhaltenen neutralen Fliissigkeit 
auf 100 cem aufgefiillt. Die erhaltene n/20-Lésung des Ferrocyanids, 
welche nun die Oxydationsprodukte der Monosaccharide, sowie Chloride 
bzw. Sulfat bzw. Tartrat enthalt, wurde mit n/10 K,Cr,O, titriert. 


Tabelle I. Reduktion des Reagens von Ost. 





Reduktion mit 

Glucose Fructose 
ecm n/20 rr eee ee ee ‘ 

K, Fe (CN) Neutralisation mit Kontrolle 


Hy, SO, HCI  -HySO, 


eem n/10 Kaliumbichromatlisung 


20 10,05 9,95 10,00 10,00 
20 9,95 10,10 10,05 10,10 
20 10,00 10,00 10,00 10,05 


Tabelle Il. Reduktion von Fehlingscher Lésung durch Glucose. 
Neutralisation mit Schwefelsaure. 





cem n/10 Kaliumbichromatlisung 
ecm n/20 Ky Fe (CN)¢ ani entnipapmanantinen a a AG a Rae 
Fehlingsche Lisung Kontrolle 


20 12,60 10,00 
20 12,65 10,00 
20 12,60 10,05 


Nach diesen Versuchen (Tabelle I und II) sind die Oxydations- 
produkte von Glucose und Fructose bei Gegenwart von Chloriden und 
Sulfaten ohne EinfluB auf das Ergebnis der Titration mit Kalium- 
bichromat, aber die Anwesenheit von Tartrat erhéht den Verbrauch 
von K,Cr,0, erheblich (Tabelle IT). 
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Bestimmung von Glucose mit Bichromat. 


Bestimmung der Glucose. 


Bei der Ausarbeitung der Methode der quantitativen Bestimmung 
der Glucose nach der Bichromatmethode verwandten wir folgende 
Reagenzien: 

1. n/50 alkalische Ferricyankaliumlésung. 1 

[6,6 g K,Fe (CN), + 40¢ wasserfreie Soda im Liter. | 

2. Schwefelsaure Diphenylaminlésung: 15 cem einer 0,2 °,igen Lésung 
von Diphenylamin in konz. Schwefelsiure werden mit 5 °,,iger Schwefelséaure 
auf 1000 cem verdiinnt. 

3. n/20 Kaliumbichromatlésung. 

4. 0,1°,ige Glucoselésung. 


a) Dauer des Erhitzens. 


Zur Feststellung der Dauer des Erhitzens bis zur vollstandigen Oxy- 
dation des reduzierenden Zuckers wurden 10 cem 0,1 °,iger Glucoselésung 
mit 20 cem der alkalischen K,Fe 
(CN),-Lésung (1) in einem E£rlen- Tabelle Il. 
meyer-Kolben von 250 ccm vermengt ; Danes’ dee taiticeda ; 
der Kolben wurde auf dem siedenden Min. cem 0/20 K3Cr20; 
Wasserbad erhitzt, nach bestimmter 
Zeit wurde rasch abgekiihlt, der In- 1 0,80 
halt mit schwefelsaurer Diphenyl- 3 
aminlésung (2) angeséuert und mit ‘ 
n/20 K,Cr,O, titriert. 


10 
15 

Wie aus Tabelle III hervor- 20 

. 4 20 
geht, werden unter diesen Bedin- 





gungen 10 mg Glucose in 15 Minuten vollstaéndig oxydiert:; langeres 
Erhitzen dariiber hinaus verindert das Titrationsergebnis nicht. 


b) Feststellung des Mengenverhdlinisses von Kaliumferricyanid und Glucose. 

Zu diesem Zwecke wurden zu 10 oder 20 cem n/50 K.Fe (CN), ver- 
schiedene Glucosemengen hinzugefiigt und die Mischungen auf dem siedenden 
Wasserbad 15 Minuten lang erhitzt. Das gebildete Ferrocyankalium wurde 
(wie oben) mit n/20 K,Cr,O, titriert. 


Tabelle IV. 





eem n/50 Zuckerlésung Glucose eem 1/20 


K, Fe (CN) K.Cro0 Bemerkungen 
3 N)o 2UT2 U7 


ecm mg 


20 20 20 8,10 Ferricyankalium ist vollstandig reduziert 
20 10 10 6,55 
10 10 4.10 Ferricyankalium ist vollstandig reduziert. 
10 5 3,20 
5 5 3,25 


Wie aus den Ergebnissen der Tabelle [V hervorgeht, sind zur 
Bestimmung von 10 mg Glucose 20 cem und von 5 mg Glucose 10 ecm 
der n/50 alkalischen K,Fe(CN),-Lésung erforderlich. 
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c) Feststellung des Mengenverhdlinisses von Glucose und gebildetem Ferrocyas 
kalium. 

Zur Feststellung der Menge des durch Glucose gebildeten Ferrocyan 
kaliums wurden 20 ccm n/50 alkalischer K,Fe (CN).-Lésung mit 10 ce 
Zuckerlésung von verschiedenem Glucosegehalt auf dem Wasserbad 
15 Minuten lang erhitzt und mit n/20 K,Cr,O, in Gegenwart von Dipheny!| 
amin titriert. 

Aus der Tabelle V geht hervor, daB die Menge des verbrauchte: 
Bichromats dem Glucosegehalt proportional ist, und dab 1 mg Glucos: 
0,65 cem n/20 K,Cr,O0,-Lésung entspricht. 


Tabelle V. Mittelwerte aus drei Bestimmungen, welche um nicht 
mehr als + 0,05cem, d.h. um einen Tropfen, differierten. 





Glucose cem n,20 Glucose ecm n/20 Glucose eem n/20 
mg K, Cr2 0; mg K» Cr, 0; mg K, Cr, 0; 


0,3 0,20 5,0 3,25 10,0 
0,5 0,30 6,0 3,90 11,0 
1,0 0,65 7,0 4,55 12,0 
2.0 1,30 a 5,20 13,0 
3,0 1,95 9,0 5,85 14,0 
4,0 2.60 








Da 1 cem n/20 Bichromat 0,00245 g K,Cr,O, enthalt, so entspricht 


Img Glucose 0,00245 .0,65 = 0,0015925 g K,Cr,O, oder 1 Liter der 
Lésung enthalt 1,5925 g K,Cr,O,. 


Ausfiihrung der Bestimmung von Glucose. 


20cem von n/50 alkalisechem Ferricyankalium werden mit 10 ccm 
Glucoselésung (welche nicht mehr als 13,5 mg Glucose enthalt) in einem 
250-cem-Erlenmeyer-Kolben vermischt und auf dem siedenden Wasserbad 
15 Minuten lang erhitzt. Nach dem Abkiihlen werden 15 cem Dipheny!- 
aminreagens (2) (S. 93) zugegeben, vorsichtig durchgemischt und mit eine! 
Kaliumbichromatlésung, welche im Liter 1,5925 g K,Cr,O, enthalt, titriert. 

Auf dieselbe Art wird gleichzeitig eine Blindbestimmung ohne Glucose 
durchgefiihrt. lcem der Bichromatkaliumlésung entspricht dann | mg 
Glucose. 
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Die Zusammensetzung des Blutes von Helix pomatia 
bei Sommer- und Wintertieren. 
Von 
B. Lustig, T. Ernst und E. Reuss. 
(Aus dem Laboratorium der Pearson-Stiftung, Wien LX.) 


(Eingegangen am 28. Januar 1937.) 


Das Blut von Helix pomatia (Weinbergschnecke) ist mehr- 
fach untersucht worden. Die Untersuchungen beschranken sich haupt- 
sichlich auf das Hamocyanin oder auf die Bestimmung des Gehalts 
an einzelnen Bestandteilen, so z. B. des Blutzuckers [Schwarz (1)], des 
KiweiBgehalts und EiweiBzuckers [Lustig und Ernst (2)] usw. Die 
Mineralanalysen sind hauptsachlich nach Veraschung des Blutes durch- 


vefihrt worden. Beziiglich der bisherigen Ergebnisse sei auf die vorher 
zitierten Arbeiten sowie auf die Zusammenfassung von Quagliariello (3) 
und Firth (4) verwiesen. 

Bei unseren Versuchen wurden in der gleichen Blutportion méglichst 
viele Bestandteile bestimmt. In weiterer Folge wurde die Untersuchung 
auf die Veranderungen in der Zusammensetzung des Schneckenblutes 
wahrend des Winterschlafes ausgedehnt. Untersuchungen iiber die 
Zusammensetzung des Blutes im Winterschlaf fehlen. Bei den Versuchen 
im Sommer wurde bei Ende Juni gesammelten Schnecken nach 48stiin- 
digem Hungern Blut nach Harless (5) durch Ausschneiden eines Fensters 
im Gehause und Herzpunktion entnommen. Das Blut von 8 bis 
10 Exemplaren wurde vereinigt und scharf zentrifugiert. In 5 Proben des 
Sammelblutes wurde der Gesamt-N, Rest-N, Globulin-N, Albumin-N, 
der K-, Na-, Ca-, Mg-, Cl- und P,O,-Gehalt nach Rappaport (6), der 
freie Zucker nach A. Fujita und D. Iwatake (7), der EiweiBzucker und 
Kohlenhydratindex nach Lustig und Ernst (2) bestimmt. Die ge- 
fundenen Werte samt den Mittelwerten sind in der Tabelle I vereinigt. 

Die Versuche ergaben bei einem EiweiBgehalt von 2.44%, dab 
das EiweiB zu 97,7 °% aus Globulin besteht. Der Gehalt an Rest-N und 
freiem Zucker ist sehr niedrig. Der Eiwei8zucker und Kohlenhydrat- 
index ergab gleiche Werte, wie sie von Lustig und Ernst gefunden 
wurden. Gegeniiber den Mammalia enthalt das Blut weniger Na, Cl 
und anorganischen P bei wenig erhéhtem Ca-Gehalt. 

In einer weiteren Blutprobe wurden die Fallungsgrenzen der 
EiweiBkérper mit gesattigter Ammonsulfatlésung nach B. Lustig (8) 
bestimmt. Zu diesem Zweck wurden zu je 2 ccm Serum von 0,25 an- 
gefangen steigende Mengen gesattigter Ammonsulfatlésung hinzugefiigt . 
Nach 24 Stunden wurde die Niederschlagshéhe bestimmt, filtriert und 
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Tabelle 1. Tiere im Sommer. 





Bestimmung Ill IV 


Gesamt-N in mg-’,,. . . | 443.0 43820 420.0 4200 455.0 
KiweiB-N , » ... | 489,0 | 4289 | 4138 | 4169 | 445,7 
Eiweibgehalt in mg-°,, . 2402.9 2380,0 2312.0 2312.0 2470.0 
Globulin-N zs _ ~ h 42138 417.5 405,5 405,5 433.4 
Albumin-N a ia , 15,6 10,4 13 11,4 12.4 
Rest-N - ‘ 3,1 3,1 6,2 3,1 9.2 
lreier Zucker .. ob : 6,1 8,8 7,9 20,5 14,2 
Kiweibzucker , , ., 1390 15690 1550 1420  183,0 
Kohlenhydratgehalt der } — wn : i 
Sereancbwelll per in”, 5,82 Ons 6,18 ion 
Kohlenhydratindex .. . 3,16 2.63 2,86 2,37 
Kalium in mg-°, 20,6 18,5 17,5 - 
Natrium . 129.0 166,0 156,0 
Calcium £ 18,7 16,5 19.0 
Magnesium 1,9 1,7 1,9 
Anorgan. P.O; 0,88 0,90 0,88 
Chloride ~ : 2166 205,9 216.5 


=r) 
or 
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die Filtrate nach Anséuern mit Essigsiure mit der Kochprobe auf An 
wesenheit von Eiwei8 gepriift. Bei diesen Versuchen trat bis 33°, ge 
sittigter Ammonsulfatlésung keine Fallung ein; von 36,5 bis 55 °%, beson 
ders zwischen 43 bis 55 °%, wurde das EiweiB ausgefallt, doch zeigte das 
Filtrat der Fallung mit 57,5 °%iger-Ammonsulfatlésung bei der Koch- 
probe eine ganz schwache Opaleszenz. Das Filtrat der Fallung mit 62° 
gesittigter Ammonsulfatlésung blieb bei der Kochprobe klar. Das 
Bluteiwei8 von Helix pomatia wird zwischen 36,5 bis 57,5 %, gesattigte: 
Ammonsulfatlésung ausgefallt, wobei die Hauptmenge zwischen 43 
bis 55°, ausgefiallt. 

Da bei der iiblichen Versuchsanordnung kein Cholesterin gefunden 
wurde, wurden 25ccm Blut von Helix pomatia mit Aceton gefallt 
filtriert, die Acetonlésung bis zur Trockne eingedampft, der Riick 
stand mit der Fallung vereinigt und mit Ather im Soxhlet extrahiert 
Die atherische Lésung wurde nach Eindampfen bis zur Trockne mit 
Chloroform mehrmals extrahiert. Es resultierten 2,5 cem Chloroform 
extrakt. Die mit 1 cem durchgefiihrte Liebermann-Burchhardsche R 


ve- 


aktion auf Cholesterin ergab ein negatives Ergebnis. 


Im folgenden wurde auf die gleiche Weise die Zusammensetzung 
des Blutes von Tieren wahrend des Winterschlafes untersucht. Di 
Tiere wurden nach ihrer Einkapselung Ende Oktober/Anfang Novembe: 
wie oben verarbeitet. Die gefundenen Werte sind in der Tabelle I] 
vereinigt. Es wurde neben den Mittelwerten auch die Zu- und Abnahme 
derselben im Vergleich zu den im Sommer gefundenen Werten be- 
rechnet. 





Die Zusammensetzung des Blutes von Helix pomatia usw. QF 


Tabelle II]. Tiere im Winterscehlaf. 





Zu- und 
Abnahme det 
Mittel- Mittelwerte 
werte gegen 
Sommertiere 
in ® 


Bestimmung 


Gesamt-N 606,9 657.3 5843 606.9 631.4 617.4 + 42.3 
Eiweib-N 596,0 648.0 575.0 596.0 619.0 6068 + 41.4 
Fiweibgehalt 3397.0 3694.0 3196.0 3315.0 3406.0 3352.0 41.4 
Globulin-N 567.1 6263 560.6 581.6 é 586.6 40,8 
Albumin-N 28,9 21.7 14.4 14.4 ai, 20,2 68.3 
Rest-N 10.9 9,3 93 10,9 2, 10,6 104,0 
Freier Zucker 18,0 16.5 6.9 6.0 i 10,3 — 11,6 
KiweiSzucker 210,90 210.0 236.0 188.0 3, 205.4 36.0 
Kohlenhydratgehalt 

der Serumeiweib- 

kérper in %. . 5,89 5,41 7,38 5,67 5. 6,13 
hohlenh ydratindex 2,84 3,09 244 317 3,38 3,03 , 
Kalium " 17,0 17,0 18.0 19.0 20,0 18,2 1,1 
Natrium 126.0 155.0 155.0 189.0 162.0 158.0 L. 153.0 
Calcium 24,7 28.6 27.7 26.4 23,0 26,2 + 57.8 
Magnesium 4.6 4.8 48 5.6 4.8 i! + 158.0 
Anorgan. P, O; = 0,95 1,15 1,10 1,10 1,17 : 12,2 
Chloride 287.5 273.0 291,0 2698 277.0 275 40.7 


in mg-°,, 





Die Versuche ergaben, daB das Serum der Tiere im Winterschlaf 
einen um 42.3°, héheren Gesamt-N und einen um 41.4°, héheren 
EiweiBgehalt enthalt. Fast gleich hoch sind die Zunahmen des Globulin- 
vehalts, des EiweiBzuckers und auffallenderweise auch der Chloride, 
wahrend der Na-Gehalt nur um 15.3°, zunimmt. Der freie Zucker 

-11,6°,) und der Kohlenhydratgehalt der SerumeiweiBkérper 

6.2°.) sind in geringem Grade vermindert. wahrend der K-Gehalt 
unverandert ist. Der anorganische P ist um 12,2°,, der Ca-Gehalt 
um 57.8°,. der Albumingehalt um 68.3°,. der Rest-N um 104.0°,, der 
Mg-Gehalt sogar um 158.0°, gegenuber den Tieren im Sommet 
vermehrt. 

Diese Versuche ergeben, dal} das Serum der Tiere im Winterschlaf 
einen gréBeren Gehalt an EiweiB und Mineralbestandteilen aufweist 
als im Sommer. Auffallend ist die Steigerung des Mg-Gehalts auf 
das Zweieinhalbfache, die wahrscheinlich auf Grund der narkotischen 
Wirkung des Mg den Winterschlaf bedingt. Wie bekannt (9) ver- 
ursacht Mg schon in geringer Konzentration Unerregbarkeit der sen- 


siblen und motorischen Leitungsbahnen, Sinken der Kérpertemperatur, 


Narkose des Zentralnervensystems bei geringer Beeinflussung des 
Kreislaufs. Die Steigerung des Mg-Gehalts ist umso auffallender, da 
die Zunahme des antagonistisch wirkenden Ca in viel geringerem 
MaBe erfolgt. Wir behalten uns die experimentelle Bearbeitung dieser 
Frage vor. 
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Zusammenfassung. 


Die Untersuchung der Blutzusammensetzung von Sommer- und 
Wintertieren von Helix pomatia ergab: 

Im Sommer enthalt das Blut 2,4°, EiweiB, welches zu 97,7°,, au 
Globulin besteht. Die Fallungsgrenzen fiir Ammonsulfatlésung liegen 
bei 36,5 und 57,5°%. Cholesterin war nicht nachweisbar. Die Werte 
fiir Rest-N und freien Zucker sind gering, wahrend der Kohlenhydrat 
gehalt der SerumeiweiBkérper verhaltnismaBig hoch ist (651%). Die 
Elektrolyte bestehen hauptsiachlich aus Na (137 mg) und Chloriden 
(198,8 mg). Die K- und Mg-Werte sind gleich, die von Ca héher, die von 
P,O, niedriger als bei den Mammalia. 

Bei Tieren im Winterschlaf nehmen Gesamt-N, EiweiB, Globulin 
KiweiBzucker und Chloride um 36 bis 42%, zu. Der freie Zucker 
und der Kohlenhydratgehalt der EiweiBkérper ist in geringem 
MaBe verringert, der K-Gehalt unverandert. Die Zunahme des Na 
(15,3°%) ist viel geringer als die der:Chloride (40,7 °%). Besonder- 
hoch ist die Zunahme des Ca (57,86°%), des Albumins (68,3 °,), des 
Rest-N (104.0%) und des Mg (158.0%). Der anorganische P zeigt eine 
Zunahme von 12,2°,. Die starke Zunahme des Mg-Gehalts im Winter 
ist wahr-cheinlich die Ursache des Winterschlafs. 
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Zur Oligodynamie des Silbers. I. 
Von 
J. Heiss. 
(Aus der chirurgischen Abteilung der Zahnarztlichen Klinik der Ludwig- 
Maximilian-Universitaét in Miinchen.) 
(Eingegangen am 9. Januar 1937.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Seit der Entdeckung der oligodynamischen Kraft des Silbers durch 
Nuegeli wurde diese Erscheinung eifrig studiert. Ein Teil der Autoren 
verlegte den Vorgang in das Gebiet der Strahlenwirkung, ein anderer 
machte katalytische Krafte dafiir verantwortlich. Nach neueren Er- 
kenntnissen soll die bakterizide Kraft des Silbers jedoch darauf beruhen, 
daB dasselbe durch aufere Einfliisse oberflichlich in schwerlésliche, 
aber doch eben lésliche Verbindungen iibergefiihrt wird, die antiseptisch 
wirken. Es kann demnach mit einer bakteriziden Wirkung des Silbers 
nur da und soweit gerechnet werden, als es in lésliche Verbindungen 
iibergeht und mit den EiweiBstoffen der Zelle in Reaktion tritt. Chemisch 
reines Silber wird also keine oligodynamischen Eigenschaften besitzen. 
So schreibt Dorr neben anderen ionisierbaren Silberverbindungen vor- 
ziiglich dem Silberdioxvd diese Wirkung zu. 

In der Fachliteratur werden die verschiedensten Wege vorge- 
schlagen, teils in richtiger Erkennung der Sachlage, teils aber in voll- 
kommener Verkennung derselben, die dem Silber oligodynamische 
Eigenschaften in mehr oder weniger starkem Make vermitteln sollen. 


Silber durch die Flamme ziehen, 


x 
2. an der Luft liegenlassen (Sazl), 
3. in Alkohol und Ather einlegen, 
4. mit H,O, behandeln (7'rebitsch), 
D 


in Kochsalzlésung dem Anodenstrom aussetzen (Kruse und Fischer). 


Durch einfaches oberflachliches Abschaben des auf eine dieser 
Arten behandelten Silbers kann dasselbe wieder in den inaktiven Zu- 
stand zuriickgefiihrt werden. Das abgetragene Material hingegen behalt 
die oligodynamische Wirkung, wie immer wieder nachzupriifen war. 
Da auBerdem ein Zuriickkehren der oligodynamischen Kraft des in- 
aktivierten Silbers bei vollkommenem AbschluB desselben gegen Reize 
von auBen nicht stattfindet, hingegen, wie bereits erwahnt, schon bei 
Luftzutritt iiber langere Zeit ein solches zu beobachten ist, so darf 
mit Dorr angenommen werden, da die bakterizide Wirkung des Silbers 
vorziiglich auf Oberflaichenverainderungen beruhen mub. 














J. Heiss: 


Offen bleibt jedoch die Frage, ob dabei nur das oberflachlich um 
gesetzte Silber fiir sich allein zur Wirkung kommt oder ob auch Re 
lationen zwischen diesem und dem noch unverinderten Silber ein: 
Rolle spielen. Unsere Untersuchungen, die an der staatlichen bakterio 
logischen Untersuchungsanstalt in Miimchen unter Leitung von Hern 
Prof. Rimpau angestellt wurden, beschaftigten sich vorziiglich mit diese: 
Frage. Die Vorversuche wurden mit den verschiedensten Bakterier 


angestellt. Der Staphylococcus aureus erwies sich dabei als besondet 


gut geeignet zur klaren und deut 
Aa lichen Erfassung der Wirkunge: 
und Vorgainge und fand deshal! 
fiir die Hauptversuche ausschliet; 
lich Verwendung, obgleich mit 
vielen anderen Bakterienstam 


Abb. 1. Situationsskizze zu Abb. 1. 


men, die durchgepriift wurden, die gleichen Ergebnisse zu erzielen waren 
Das, Feinsilber als solches kam bei den Versuchen als 0,5 mm starke1 


Draht zur Verwendung, da die Formungsmdéglichkeit desselben eine sv 


groBe ist, daB experimentelle Schwierigkeiten von dieser Seite kaum 
in Erscheinung traten. Als Silberverbindung wahlten wir Chlorsilbe 
das leicht zu beschaffen ist und die Wirkungen desselben in der Lite- 
ratur weitgehend und einheitlich beschrieben werden. 


Versuch I. 

a und 6 Silberdrahtstiicke, die in eine Staphylococcenkultur eingelezt 
sind (Abb. 1). An Drahtstiick 6, welches sich an der mit x bezeichneten 
Stelle schlingenférmig iiber die Nahrbodenoberflache erhebt, ist ein kleine~ 
Teilchen Chlorsilber angelegt. Ergebnis: Am Kontrollstiick a keine makro 
skopisch sichtbare oligodynamische Wirkung. Am Drahtstiick 5 jedoc! 
breiter steriler Hof, wie in Kontrollversuchen erhartet werden konnte. det 
sich auch um das durch die Schlinge abgesetzte Drahtende gleich deutlic} 
ausbreitet. 
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Der aktivierende EinfluB des angelegten Chlorsilbers ist unverkennbar. 
Er beschrankt sich nicht auf die mit demselben in unmittelbarer Verbindung 
stehenden Halfte des Silberstiickes b, sondern wirkt sich vielmehr iiber die 
ganze Linge desselben aus. 

Die oligodynamische Wirkung blieb dem Drahtstiick jedoch nur solange 
erhalten, als es unter dem Einflu® des angelegten Chlorsilberteilchens stand. 
Schneiden wir namlich ein Stiick von Draht 6 ab und bringen wir es neuer- 
dings in eine Kultur, so bleibt jede sichtbare oligodynamische Wirkung aus. 


Versuch I. 


Entspricht im allgemeinen Ve1 
such I, jedoch wurde auf das Draht - 
stiick 6b an dem einen Ende noch 


Abb. 2. Situationsskizze zu Abb. 2 


ein anderes Silberdrahtstiick ¢ aufgelegt. Dabei zeigte sich, daB auch von 
dem nur aufgelegten Silberteil in gleichem MaBe oligodynamische Krafte 
entwickelt werden. Es geniigt also zur Ubertragung der aktivierenden 
Komponente zwischen zwei Silberteilen die einfache oberflachliche Be- 
riihrung derselben. 

Versuch III. 

Ein in Bogenform gelegtes Silberdrahtstiick wurde mit sieben Schlingen 
versehen, die alle itiber dem Nahrbodenspiegel herausragten. An das periphere 
Ende des Drahtstiicks wurde wieder ein kleines Teilehen Chlorsilber an- 
gelegt. Diese sieben Drahtschlingen wurden nun der Reihe nach, vom 
Zentrum des Bogens angefangen, nach bestimmten Zeitintervallen durch.- 
schnitten, so daB die einzelnen Abschnitte verschieden lang dem Einfluss 


des Chlorsilbers ausgesetzt blieben. 


Schlinge 1 wurde nach 10 Minuten durechschnitten. 
20) 


40) os 


SO = 
6 Stunden 
12 


24 
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Aus dem Vergleich der Hofbildung um die einzelnen Drahtsegmente is me a 
einwandfrei zu entnehmen, daf der oligodynamische Effekt weitgehen« vitt. 
abhangig ist von der Dauer der Beeinflussung seitens des Chlorsilbers und eile! 
davon, wie lange die Bakterien in der Lage sind, der oligodynamischer, 

Wirkung zu widerstehen. 
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Zwischenschalten eines anderen Metalles 
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notwendig, daB die beiden Endstiicke 
in Silber gehalten sind. In Parallel- 
versuchen konnte gezeigt werden, dab Abb. 4 
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ei einem Stahlende keine oligodynamische Wirkung an demselben auf- 
ritt. Auch in Ringform gefiihrter Silberdraht, dem irgendwo Chlorsilber- 
eilchen angelegt sind, entfaltet iiberall bakterizide Krafte. 

Aus den geschilderten Versuchen geht hervor, da} wir durch ein- 
faches Anlegen kleiner Mengen Chlorsilber an Silber in der Lage sind, 
dasselbe oligodynamisch zu machen. Zur Aktivierung jedoch ist eine 
méglichst dauernde Berithrung zwischen der aktivierenden Komponente 
und dem Silberteil notwendig. Je linger diese Beriihrung statthat, 
um so kraftiger scheint die oligodynamische Wirkung einzusetzen. 

Parallelversuche zeigten, daB es nicht notwendig war, sich bei der 
Aktivierung auf das Chlorsilber zu beschranken. Wir haben neben dem- 
selben als Aktivator Silbernitrat, Silberoxyd und Kupferchlorid mit 
gleichem Erfolg verwandt, wahrend mit Leichtmetallverbindungen 


keine positiven Ergebnisse zu erzielen waren. 


In Nebenuntersuchungen konnte auBerdem festgestellt werden, 
daB ganz ahnliche Verhaltnisse bei den anderen Metallen, die als oligo- 
dynamisch bekannt sind, vorliegen. 

Diese Ergebnisse beruhen offensichtlich auf innerhalb der vor- 
handenen Systeme gegebene Konzentrationsketten. Damit wiirde sich 
auch ohne weiteres die allmahliche Erschépfung der bakteriziden Kraft 
aktivierten Silbers, wenn dasselbe mehrmals hintereinander in Kulturen 
eingebracht wird, erklaren lassen. Auch die Ergebnisse weiterer Versuche, 
die zusammen mit eingehenden theoretischen Betrachtungen und 
Messungen iiber das vorliegende Material in einem weiteren Beitrag 
mitgeteilt werden sollen, scheinen eine solche Auffassung des Problems 
zu bestatigen. 
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Untersuchungen iiber die Anionenatmung. 
Von 
H. Lundegardh (Stockholm). 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut Ultuna-Upsala.) 
(Eingegangen am 18, Januar 1937.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Die Aufgaben. 


Unter Anionenatmung versteht man eine mit dem aktiven Transport 


von Anionen durch das Protoplasma verbundenen Atmungsvorgang. 


Das Phinomen wurde zum ersten Male von Lundegardh und Burstrém (4) 
beschrieben. In spiteren Abhandlungen[(7) und (5)] ist dieser Atmungs- 
vorgang experimentell von anderen in den Pflanzenwurzeln stattfindenden 
Oxydationsvorgiingen, die als eine von dem Ionentransport unabhangige 
Grundatmung zusammengefaBt. werden, getrennt worden. Wird die 
Totalatmung des Organs mit R, bezeichnet, so gilt die Formel 2, 
R, +k.A, worin R, die Grundatmung und &. A die Anionen- 
atmung bedeutet. & ist ein Ausdruck fiir die Relation CO, Anionen und 
besagt, wieviel Kohlensaure fiir jedes aufgenommene Anion ausgeatmet 
wird. 4 
Schon in der ersten Arbeit (4) wurde dargetan, da®B fiir die Kationen 
aufnahme keine derartige Beziehung zu der Atmung besteht. Stewart (9) 
hat diesen SchluB kritisiert. Er glaubt erstens nicht, daB sich Anionen und 
Kationen verschieden in bezug auf die Atmung verhalten, zweitens hat e1 
keine quantitativen Zusammenhinge gefunden. Nach meiner Ansicht hat 
Stewart seine Versuche teils mit ungeeigneten Objekten ausgefiihrt, bei denen 
die Anionenatmung gegeniiber der Grundatmung-nur relativ schwach ist, teils 
variiert er die Versuchsbedingungen, namentlich die Salze, viel zu wenig. 
Wenn Stewart die Richtigkeit der Befunde von Lundegardh und Burstrém 
bezweifelt, so begeht er den leider haufigen Fehler, aus eigenen Beobachtungen 
Riickschliisse auf die Zuverlassigkeit der Resultate anderer Forscher zu 
machen, die mit anderem Material und anderen Untersuchungsmethoden 
gewonnen sind. Ich betrachte hiermit die Einwande Stewarts als erledigt. 
Die vorliegende Abhandlung behandelt Versuche, die ein volles 
Jahr in Anspruch genommen haben. Als erste Aufgabe wurden die 
friiheren Versuche mit Wurzeln von verschiedenem Alter und_ ver- 
schiedenem Glucosegehalt wiederholt. Die Versuchsdauer wurde stark 
variiert und einige Serienversuche mit intermittierender Verfolgung der 
lonenaufnahme und Atmung vorgenommen. 
Die zweite Aufgabe war die Aufklirung der Kationenwirkung. 
Schon in der ersten Arbeit{(4), S. 242] hatten wir gefunden, da unter 
den damals geltenden Versuchsbedingungen (junge Wurzeln, schwache 
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Anionenaufnahme) die Kationen Li, Na, K, Rb, Cs, Mg und Ca keinen 
spezifischen Einflu8 auf die Anionenatmung hatten. Bei Ba-Nitrat 
wurde dagegen eine unerwartete Atmungssteigerung beobachtet und 
in einigen unver6ffentlichten Versuchen mit lebhafter Aufnahme aus 
Ca-Nitrat wurden spater auch héhere k-Werte gefunden. Es wurden 
deshalb besondere Versuche mit Bicarbonaten, Nitraten und Chloriden 
verschiedener Kationen angestellt. 

Als dritte Aufgabe ergab sich die Untersuchung des Verhaltens der 
Atmung in destilliertem Wasser. Es wurde schon in den ersten Versuchen 
beobachtet [(4), S. 240], daB die Atmung in diesem Medium héher als 
berechnet ausfiel. 

AuBerdem sind noch weitete biochemische Arbeiten durchgefiihrt 
worden: So wurde das Verhalten der ungesattigten Fettsauren unter- 
sucht. Ferner wurden in einer Anzahl von Versuchen Bestimmungen 

Glucose 
6CO, 
ausgefiihrt. In diesem Zusammenhang wurde auch durch fortlaufende 
Trockengewichtsbestimmungen der Verbrauch von Glucose beim Wachs- 


des Verbrauchs von Glucose und Berechnung des Quotienten 


tum berechnet. Diese biochemische Seite des Problems soll spater 
behandelt werden. Abgeschlossene Ergebnisse kénnen hier vorliufig 
nicht mitgeteilt werden. 

An der Ausfiihrung der Atmungsversuche und Analysen hat sich Herr 
Dr. Tore Philipson vom Pflanzenphysiologischen Institut beteiligt. 


II. Material und Methoden. 


Fiir das Studium der Anionenatmung eignen sich natiirlich am 
besten Organe, die besonders Salze anreichern, also Wurzeln. Ge- 
treidewurzeln sind besonders giinstig, teils wegen ihrer lebhaften 
Salzaufnahme in jungen Entwicklungsstadien, teils wegen der Leichtig- 
keit, mit welcher man genetisch reines Material beschaffen kann. Wir 
haben, wie in den friiheren Untersuchungen, mit Weizenwurzeln ge- 
arbeitet (Lundegardh 1932, 1933, 1935). 

Die Aufzucht wurde bei soleher Temperatur und Beleuchtung (elek- 
trisch) vorgenommen, daB lebhaft wachsende Pflanzen von hohem Glucose- 
gehalt erhalten wurden. Die Belichtung betrug etwa 25000 Lux wahrend 
18 Stunden pro Tag. Die vollstaéndige Nahrlésung enthielt u. a. 1,5 mM* Cl 
und 3,0 mM NO, pro Liter fiir Pflanzen, die spiter auf ihre Nitrataufnahme 
untersucht wurden, und 0,5 mM Cl und 2,0 mM NO, fiir solehe, die fiir die 
Cl-Versuche benutzt wurden. Die Verabreichung des Stickstoffs als 
Ammonium statt als Nitrat eignet sich fiir Weizen weniger gut. 

Samtliche Versuche wurden mit der friiher (4) beschriebenen Methode 
der ,,Zirkulierung’ ausgefiihrt. Die etwa 100 cem fassenden GefaBe (siehe 


* Hier, wie im folgenden, bedeutet mM Millimol. 
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Abb. 1) haben einen unteren Tubus, durch welchen die Lésung wahrend de 
Versuchs gewechselt werden kann. An der eingeschniirten Stelle im oberen 
Teil befindet sich der Korkhalter mit den 15 Pflanzen. Die Abdichtun, 
erfolgt durch UbergieBen einer gelinde erwarmten Mischung von Paraffi: 
und Kakaobutter. Meistens wurde mit dekapitierten Pflanzen gearbeitet, 
die also dicht oberhalb des Samens abgeschnitten wurden. In diesem Fall 
werden die Stammstiimpfe zum Auffangen des Blutungssaftes mit etwas 
Watte bedeckt und das GefaiB wird mit einem Gummistépsel verschlossen 
Je vier ZirkulierungsgefaBe stehen in einer Wann 
Luf+Co, it destilliertem Wasser, dessen Temperatur auf 24° ( 
' gehalten wird. Die Durchliiftung der GefaBe und da 
Kinleiten der mit Atmungskohlensaéure beladenen Lutfi 
in evakuierte Kolben zum Zwecke der CO,-Bestimmuny 
ist friiher beschrieben worden [(4), S. 236]. Vor dem 
Kinsetzen in die mit reinen Salzlésungen versehenen 
GefaBe werden die Wurzeln mit destilliertem Wasse: 
abgespiilt. 
Die Bestimmung der aufgenommenen und aus 
geschiedenen Kationen geschieht nach der Methode 
der quantitativen Emissionsspektralanalyse [Lande 
gardh (8) (8)|. Auch die Anionen Cl und SO, werden 
spektralanalytisch bestimmt [(8), S. 66]. NO, wurde 
mit Phenolschwefelséure und photoelektrischer Kolori 
metrierung der gebildeten Pikrinsiure bestimmt. Fiu 
die N O,-Bestimmung wurde die Methode von P. Griess ' 
benutzt. Die Glucosebestimmung fand nach de 
Losung Methode von Schgffer-Hartmann?® statt. Die Wurzeln 
Abb.1. wurden hierbei zuerst mit warmem Wasser und nach 
Zirkulierungsgefab. her mit verdiinnter Salzsfure extrahiert. 


Stopse! 





If. Die Grundatmung und die Atmung in destilliertem Wasser. 


Die Grundatmung ist nach der eingangs gegebenen Definition die 
Summe derjenigen Atmungsvorginge, die in dem Organ unabhangig 
von der Anionenaufnahme vor sich gehen. Sie Verlauft unter konstanten 
Bedingungen mit annahernd konstanter Geschwindigkeit. In den 
friiher veréffentlichten Versuchsserien 1933 und 1935 wurde mit ahn 
lichem Material und unter sonst gleichen Bedingungen gearbeitet. 
Die nach der Formel R, = R, + &.A aus den Nitratserien (k = 2) 
berechneten R,-Werte betrugen im ersten Falle 0,115, im letzteren 
Falle 0,230 bis 0,237 [(4), 8. 243, (7), S. 248], was mit der Versuchsdaue1 
von 10 bzw. 20 Stunden iibereinstimmt. 

In den neuen Versuchen wurde sowohl das Alter der Pflanzen wie 
die Versuchsdauer variiert. Es war anzunehmen, dab R, mit der Gribe 
der Wurzelsysteme steigen wiirde. Andererseits sollte mit abnehmende: 
Versuchsdauer R, stetig kleiner werden. Beide Voraussetzungen 
wurden bestitigt. 


! Treadwell, Lehrb. d. anal. Chem. 2, 295, 1927. —~ 2 J. of biol. Chem. 
45, 365, 1920. 
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Aus der obigen Formel sollte man erwarten, dab in destilliertem 
Wasser R, gleich R, ist. Die Atmung in destilliertem Wasser verlauft 
nun zwar sehr regelmaBig (siehe Tabelle 1), sie iibersteigt aber mit 
30 bis 40 %% die aus den Totalwerten bei der Anionenatmung berechneten 
R,-Werte. 


Tabelle I. Zeitkonstanz der AtmuAg in destilliertem Wasser. 





Totalatmung Zeit 
Millimol CO, Std. 


Medium Anmerkungen 


7 AW'GSOOP 0 0,199 0—3 Dekapitierte Wurzeln 
0,201 3—6 Zirkul. Sauerstoff 
0,216 0—3 

0,212 8—6 


” 


” 


Werden die Wurzeln aus destilliertem Wasser in eine schwache 
Salzlésung (0,5 bis 1,0 mM/Liter) iibertragen, so kann es eintreten, 
daB die Totalatmung, trotz stattfindender Anionenaufnahme, weniger 
zunimmt als man erwarten miibte, wenn die Grundatmung mit der 
Atmung in destilliertem Wasser identisch ware. Wird der Versuch 
fortgesetzt und nach 4 Stunden, 6 Stunden usw. neue Analysen ge- 
macht — wobei natiirlich das Medium jedesmal erneuert wird —, so 
beobachtet man ausnahmslos eine stetige Verminderung der berechneten 
.,Grundatmung (Tabelle Il). Kommen die Wurzeln ohne Vor- 
behandlung mit destilliertem Wasser direkt in das Versuchsmedium, 
so ist die Grundatmung von Anfang an niedrig und bleibt im folgenden 
annahernd konstant (Tabelle II, R 27). 


Tabelle II. Die Abnahme der ,,Grundatmung* bei dem Ubergang 
von destilliertem Wasser in eine Salzlésung. Zirkulierender Sauer- 
stoff. 





Aufgenommen (-—), Total- 
Medium ey Milimol ‘1) atmung F#, ber. , Vorbehandlung 
; . P== 2 . ler Wurzeln 
a rena . Millimol “* = ©) 
Liter K Ca NO, COg 


Wasser — — 0, 
1KNO;) 0,0 — |-0,080' 0, 
0 


R 8. Wasser = -- _- 
R 8 2KNO, | -0,104 +0,014'-0,152) 0,472 0.168 
R 12 0, 5K NOs, | -0,065 +0,035'-0,080' 0,493 0,333 0—3 
R 12 —0,100 +0,010'-0,1383; 0,419 0,155  3—6 
R 27 2 F -—0,096 +0,003 -0,205 0,463 | 0,053 | 0—3 ) Direkt aus der 
R 27 2 -0,124'+0,001 -0,229 0,499 0,041 38-6 | Nahrlosung 


0,212 O—3 | 24 Std. in dest. 
159 3—6 Wasser 


21: 
31 
.B08 308 aha | Dasselbe 


” 


Diese Ergebnisse wurden mehrfach bestitigt. Versuche mit 
Bicarbonatlésungen (Tabelle II1) zeigen, daB die Mehratmung in destil- 
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liertem Wasser auch bei Anwesenheit von aufnehmbaren Kationen fort 
besteht. Da HCO,-lonen nicht aufgenommen werden, solange di: 
Wurzeln aktiv CO, ausscheiden, darf man den SchluB ziehen, dafB di 
Mehratmung an die Abwesenheit aufnehmbarer Anionen gekniipft isi 
Tabelle III zeigt iiberzeugend, daB bei Ubertragung aus destillierten 
Wasser in Bicarbonat die Atmung unverdndert bleibt. Erst erneut: 
Nitrataufnahme treibt die Atmung in die Hohe. Die Anwesenheit 
oder Abwesenheit von freiem Sauerstoff ist hierbei ohne Wirkunyg 
Das Phanomen kann kurz in der Weise charakterisiert werden, dal) 
die Anionenatmung in destilliertem Wasser in ,,Leerlauf’ arbeitet, um 
die Exosmose der schon im Innern befindlichen Anionen zu verhindem 
Bei einer geringen Zufuhr von Anionen arbeitet der Mechanismus tat 
sichlich mit kleinerem Energieverbrauch, weil das Diffusionsgefall 
kleiner wird. Bei gréBerer Anionenzufuhr von auBen steigt wiederum 
die Transportarbeit. Die auf den ersten Blick iiberraschende Tatsache 
daB Abwesenheit von aufnehmbaren Anionen dieselbe Wirkung wie 
eine bestimmte schwache Aufnahme von Anionen hat, wird hierdurch 
erklart. - 
Tabelle II]. Atmung in destilliertem Wasser und in 
Bicarbonatlésungen. 





Aufgenommen (—), Total- 
, ausgeschieden (+4) atmung 
Medium in Millimol . 
" cbs —— | Millimol 
Millimol/Liter ‘ Ca NO; COs 


Anmerkungen 


Wasser + 0,006 - 0,150 Zirkul. Luft 


2KHCO, —0,010 + 0,003 0.147 | 2— 


2 
4 

Wasser — —_ _ 0,135 —2 i . 
2KNO, — 0,037 + 0,001 0,056 0,218 —4 
2 


” ” 


Wasser —_ — 0,134 _ Zirkul. Stickstof 


2KHCO,; —0,023 -- - 0,135 2—4 
Wasser ~— — — 0,185 0—2 Mi 
2KNO, —0,029 + 0,003'—0,045 0,182 2—4 


” 
” 


Da die Atmung in destilliertem Wasser in keiner Beziehung zu 
einer lonenaufnahme steht (iiber die Nichtwirkung der Kationen siehe 
weiter unten), kann man sie als ein MaB der u.a. von der GréoBe de- 
Wurzelsystems abhangigen ,,Atmungskapazitat‘* benutzen. In Tabelle lV 
sind einige diesbeziiglichen Bestimmungen aufgefiihrt. Es wird hier- 
durch auch méglich, in gewissen Serien mit variierender Wurzelgrébe 
eine Korrektur fiir die Unterschiede in der Grundatmung anzubringen. 

Tabelle LV zeigt, daB die Pflanzen erst etwa 1'/, Wochen nach de: 
Aussaat positiv zu assimilieren beginnen. Die groBe Wachstumskurve 
erreicht etwa nach 5 Wochen ihr Optimum. In den Versuchen variierte 





Dabe 
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fabelle IV. Wachstum und Wurzelatmung in dem Versuchs- 
material. 


I. Atmung (siehe III). 





Atmung Atmung 
in Millimol CO, in Millimol CO, 
pro 3 Std. und pro 3 Std. und 
2 Warzelbiischel 2 Warzelbiischel 
Tage von je 15 Pflanzen Tage von je 15 Pflanzen 


Alter der 
Pflanzen 


Alter der 
Pflanzen 


18 0,124 R 23 27 0,249 
22 0,153 R19 31 0,296 
24 0,188 





Wachstum. Reihe 23. VIII. bis 14. 1X. (12000 Lux.) 





Trockengewicht (1 Biischel Trockengewicht (1 Biischel 
Alter der = 15 Pflanzen) in g Alter der = 15 Pflanzen) in g 
Pflanzen | : Pflanzen § ———--——— 
Total Wurzeln 


Halm und 
Blatter 


Halm und 


Blatter Tage Total Wurzeln 
“5 


Tage 
0,509 - _ 18 0,926 0,150 0,776 
0,366 0,047 0,320 20 1,291 0,232 1,059 
0,486 0,070 0,416 22 1,799 0,365 1,434 
0,727 0,109 0,618 


Ill. Wachstum. Reihe 16. TX. bis 19. X. (25000 Lux.) 





Trockengewicht (1 Biischel Trockengewicht (1 Biischel 
Alter der = 15 Pflanzen) in g Alter der = 15 Pflanzen) in g 
Pflanzen aoe ee Pflanzen |[-———— mae 
Tot ieiaits alm un¢ 
Total Wurzeln Bhitter 


Halm und 
Blatter Tage 


Total Wurzeln 


| 
0,828 0,259 | 0,569 24 2,868 0,773 2,095 
1,003 0,337 0,766 26 3,412 0,907 2.505 
1,570 0,430 | 1,140 28 3,933 0,956 2.977 
1,906 0,554 | 1,352 31 4,288 1,077 3,211 
2,139 0,577 | 1,562 33 4,168 1,039 3,129 





das Pflanzenalter zwischen 17 und 38 Tagen, meistens wurde mit 
Pflanzen im Alter von 21 Tagen gearbeitet, die sich also in lebhaftem 
Wachstum befinden. Der Zuckergehalt betragt etwa 30 bis 40 mg 
Glucose pro Wurzelbiischel. Die Atmung verbraucht hiervon im Héchst- 
falle nur die Halfte, meistens viel weniger. Hierdurch wird die Zeit- 
koustanz der Atmung in destilliertem Wasser erklart, auch wenn ab- 
geschnittene Wurzeln benutzt werden. 


IV. Anionenatmung und Grundatmung. 

Zur Nachpriifung der Giiltigkeit der Formel R, R,+k.A 
wurden neue Versuche ausgefiihrt. Das Arbeiten mit abgeschnittenen 
Wurzeln bringt in methodischer Hinsicht eine wesentliche Erleichterung 
mit sich. Es seien daher zuerst einige Versuche angefiihrt, welche zeigen, 
daB durch das Abschneiden die Wurzelfunktionen wahrend der ersten 
6 Stunden nicht beeinfluBt werden (Tabelle V). 
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Tabelle V. Wurzelatmung und Ionenaufnahme in intakten un 
dekapitierten Wurzelsystemen. 





Aufgenommen (—), Total- Ver- 
ausgeschieden (+) at sn alee. 
Medium in Millimol Lees — 
Saran oat Pest SEMAN RETO Millimol 
Millimol/Liter K Ca NO; |; CO, Std 


Behandlung 


1KNO, 0,073 — 0,099 0, Pflanzen intakt 
‘ ao — 0,048 — 0,090 é »  dekapitier 
1 Ca(N Os) — — 0,033 — 0,070 »  intakt 
1 - 0,040 — 0,086 ,36 i »  dekapitier 
Wasser : i »  intakt 
é dekapitiert 


” 


In der ersten Versuchsreihe iiber die Anionenatmung waren die Pflanzen 
ziemlich groB (32 bis 38 Tage). In jedem einzelnen Versuch wurden zwei 
Objekte mit Salzlésung und zwei mit destilliertem Wasser behandelt. Dic 
Atmungswerte der letzteren wurden hierbei als relatives Ma der Grund 
atmung genommen, wobei die letztere in Ubereinstimmung mit dem empiri 
schen Verlauf der Kurve durch Multiplikation der Atmung in destilliertem 
Wasser mit 0,64 berechnet wurde. Die Anionenatmung wurde aus der 


Tabelle VI. ITonenaufnahme und Atmung in Sauerstoff. Berech 
nung von Ry aus 0,64mal die Atmung in destilliertem Wasser. 
Dekapitierte Wurzeln. 





Aufgenommen (—), Totalatmung Ver- 
P aasgeschieden (+) in Millimol Ry k.A | suchs 
Medium in Millimol * COg ber.* ber,  dauer 


Millimol/Liter a Ca | NO 3 gef. | ber. Std. 


R 2 2KNO, ~ 0,046 — |—0,133  0,37610,372 0,106 0,266 
R a 0.00 — —0,080 0,31910,296 0,136 0,160 
R 5. 0,5Ca(NO;), — (~0,0 —0,022'01990,171 0,127 0,044 
R705 , — —0,019 — 0,080 | 0,404/0,371 0,211 0,160 
R 1KNO, 0,072 + 0,002 — 0,080 0,398|0,420 0,260 0,160 
R 8) 1Ca(NOs). — —0,025 — 0,155 0,552/0,556 0,246 0,310 
R9! 05 , — |—0,0 —0,080 0,409/0,395 0,235 0,160 
R10 0,5 KNOs; — 0,060 + 0,017 — 0,076 0,305|0,304 0,152 0,152 
R10) 1Ca(NOs)o — |—0,0 |—0,202 0,585)0,578 0,174 0,404 
Ri0| 2 =, — ~0,0 —0,154 0,58310,519 0,211 0,308 


* Aus den hier nicht besonders angegebenen parallelen Restimmungen der Atmung i: 
destilliertem Wasser. 


beobachteten Anionenaufnahme unter der Annahme von k = 2 fiir NO 
[siehe (4) und (7)] berechnet. Man kommt dann durch Addieren von dem 
berechneten R, und dem berechneten k.A zu einem berechneten F,-Wert. 
der, wie Tabelle VI zeigt, mit der gefundenen Totalatmung befriedigend 
iibereinstimmt. Die Differenzen sind nicht gr6éBer als man in biologischen 
Versuchen erwarten kann. 

In einer zweiten Serie mit Nitraten wurde jiingeres und gleichformigeres 
Material benutzt (22 bis 27 Tage). Parallelbestimmungen der Atmung in 
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lestilliertem Wasser wurden hier nicht ausgefiihrt. In Tabelle VIT, in der 
lie diesbeziiglichen Versuche wiedergegeben sind, wurde die Grundatmung 
nach der Formel Ry = R,--2.A berechnet. Die berechneten RF, -Werte 
-chwanken um den Mittelwert 0,100 mit maBigen Abweichungen. 

Durch diese beiden Versuchsreihen wird auf verschiedenem Wege 
die Giltigkeit der Formel fiir die Anionenatmung bestatigt. Die Atmung 
ist bei diesen Versuchen als CO,-Abgabe gemessen worden. Unsere 
friiheren Untersuchungen (7) haben gezeigt, daB der Quotient CO,/O, 
bei ausreichender O,-Zufuhr den Wert 1 hat. Es wurde hieraus der 
SchluB gezogen, daB eine vollstandige Verbrennung von Glucose statt- 
findet. In einer bisher nicht abgeschlossenen Versuchsreihe wurde 
neben der CO,-Abgabe auch der Verbrauch von Glucose bestimmt. 


Tabelle VII. ITonenaufnahmeund Atmungin Luft. Berechnung von 
R, aus R,—2.4A. Intakte Pflanzen. 





Aufgenommen (—), Total- a 
ausgeschieden (+) atmung Ra ber suchs- 
Medium illi S| ou! 3 
| in Millimol _— (Zeit = 3 Std.) dauer 
- —— | Millimol. 


Millimol/Liter h Ca | NO; CO, Std. 


— 0,084 + 0,003 —0,102 | 0,445 0,103 
R17 ‘ -- — 0,033 —0,133 0,419 0,076 
R18 (N — 0,013 +0,006 — 0,034 0,164 0,096 
R18 — 0,027 + 0,036 —0,054 0,216 0,108 
R18 — 0,017. + 0,029 — 0,073 | 0,248 0,102 
R19 ; _ — 0,014 —0,069 | 0,239 0,101 
R19 — —0,0 —0,094 0,296 0,108 
R 21 ‘ — 0,034 + 0,022 —0,050 | 0,172 0,072 
R 21 — 0,033 + 0,002 —0,049 0,171 0,073 
R 22 Se — 0,073 + 0,003 —0,099 | 0,317 0,119 
R 23 ; 9 - —0,015 —0,100 | 0,329 0,129 
R 26 . NO; — 0,037 + 0,004 — 0,056 0,218 0,106 


rn | 


Co cw 


OW Lo 


Die Ergebnisse, die nur vorlaufig mitgeteilt werden, zeigen, dab 
bei Anionenatmung unter aeroben Bedingungen mehr Glucose ver- 
Glucose 
6CO, 
nimmt Werte zwischen 1,3 und 1,6an. Die Differenz beruht wahrschein- 
lich auf dem Glucoseverbrauch beim Wachstum. Wenn man das 
Wachstum pro Stunde aus Tabelle IV berechnet, so ergibt sich, 
daB ein Mehrverbrauch von rund 30 bis 60%, der bei der Atmung ver- 
brauchten Glucosenmenge fiir das Wachstum in Frage kommt. 

In Abwesenheit von Sauerstoff bleibt die CO,-Abgabe bestehen. 

Glucose 
In destilliertem Wasser steigt hierbei der Quotient 6CO, auf das 
Doppelte, was auf Garungsvorginge hindeutet. In strémendem Stick- 
stoff erhalt man etwa dieselbe Atmungsintensitat wie in Luft (vgl. 


braucht wird, als theoretisch zu erwarten ware. Der Quotient 
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Tabelle III). In ruhender O,-freier Lésung wird dagegen eine Abnahm 
auf etwa die Halfte beobachtet (siehe Tabelle VIIT). Interessant ist di: 
hierbei stattfindende starke Ausscheidung von Kationen, namentlic! 
von Kalium, aus den Wurzeln, auch wenn die Lésung schon von vor 

herein betrichtliche Kaliummengen enthalt. Eine ahnliche  starke 
Kationenausscheidung wird auch in verdiinnten Lésungen von Minera! 
sauren beobachtet (vgl. Tabelle XI] u. XIIT). 


Tabelle VIII. Tonenaustausch und Atmung in nichtstrémenden 
Stickstoff und in Luft. Dauer 6 Stunden. 





Aufgenommen (—), 
Medium ausgeschieden (+) = ; : 
in Millimol Totalatmung Versuchsbedingunge: 


Millimol — 
pro Liter K -| Ca NOs Millimol CO, 


R36 2KHCO, + 0,059'+ 0,019 — 0,199 tuhender Stickstott 
R 39 | ¢ - — 0,028 + 0,009} — 0,444 Strémende Luft 
R33 Wasser + 0,139 + 0,007 -- 0,232 Ruhender Stickstot 
R 38 a — +0,006 > 0,493 Stromende Luft 
R33) 2KNO; + 0,105 + 0,012\— 0,126 0,250, R, =0,000 Ruhender Stickstoti 
R28 2 , 0,192 + 0,003'— 0,410 0,926, R, 0,106 Strémende Luft 


Die iiberschiissige Saure, sei es H,CO,, HNO, oder HCI, lést ein- 
fach Kationen aus dem Protoplasnia heraus, oder, wie man auch sagen 
kann, es findet ein Austausch von H-Ionen und metallischen Kationen 
statt, wobei natiirlich in erster Linie die schwacher adsorbierten Alkali 
kationen betroffen werden. Die K-Ausscheidung bei R33 (2 KNO,, 
Tabelle VIII) beruht darauf, daB in diesem Falle eine fast aquivalente 
Menge N O, wieder ausgeschieden wurde. Unter anaeroben Bedingungen 
findet namlich, in scharfem Gegensatz zu dem Verhalten in Luft, haufiy 
eine Ausscheidung von Anionen statt, und zwar sind es bei Nitrat- 
aufnahme Nitritionen oder auch organische Anionen unbekannter Art 
Sogar Chlorionen kénnen unter anaeroben Bedingungen in geringer Menge 
herausdiffundieren. Dieses abnorme Verhalten der Wurzeln kann darauf 
zuriickgefiihrt werden, daB bei Sauerstoffmangel die Atmungsenergic 
nicht ausreicht, um die Anhaufung der Anionen aufrechtzuerhalten. 
Man darf namlich, wie oben gesagt, annehmen, da Atmungsenergiec 
nicht nur beidem Transport von Anionen von dem Medium in das Inner: 
verbraucht wird, sondern dap auch eine gewisse Energie dazu gehdrt. 
das schon erreichte Akkumulierungsniveau aufrechtzuerhalten. 

In den fritheren Versuchen [(5), S. 228, Tabelle I bis IIIT} wurde de: 
Sauerstoffmangel nicht so groB gewahlt wie in den in Tabelle VIII be 
schriebenen Versuchen. Jene Versuche waren zwar auch ,,ruhend™, d. h. di 
gebildete Kohlensaiure verblieb in der Lésung, aber das Volumen wa) 
etwa sechsmal gréBer (600 cem) und die Wurzeln waren viel kleiner. Die- 
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erklért, warum wir damals keine anaerobe Grundatmung erhielten. Nach 
unseren jetzigen Erfahrungen geht die Grundatmung und die Atmung in 
destilliertem Wasser in anaerobe Atmungsprozesse iiber, sobald der zur 
Verfiigung stehende Sauerstoff verbraucht ist; die Anhaufung von Kohlen- 
saure in Verbindung mit der schlieBlich aufhérenden Kationenausscheidung 
erzeugt aber solche Potentiale [vgl. (3), S. 694], daB die Atmung gehemmt 
wird. Hierbei scheint, in Ubereinstimmung mit unseren friiheren Befunden (5), 
die Grundatmung zuerst auszusetzen (vgl. Tabelle VIII, R 33, 2 KNO,, 
wobei die Totalatmung genau zweimal die NO,-Aufnahme ausmacht). Die 
Anionenatmung scheint mit einem héheren ,,Anregungspotential* ver- 
bunden zu sein. 

Bestimmungen des Glucoseverbrauchs bei der anaeroben Atmung 
deuten darauf hin, daB in Anwesenheit von aufnehmbaren Anionen 
: ; ; Glucose j } ; 
eine Verbesserung der Bilanz 6CO stattfindet. Diese Resultate, die 

2 
nur als vorlaufige zu betrachten sind, stiitzen die schon in friiheren 
Arbeiten [(5) und (7)] geauBerte Auffassung, daB die Anionen als 
Aktivatoren der vollsténdigen Dehydrierung des Glucosemolekiils 
wirken. 


In diesem Zusammenhang ist die Reduktion von NO, in den 
Wurzeln von Interesse. Untersuchungen des Blutungssaftes von ab- 
geschnittenen Wurzeln, die in Nitratlésung unter Luftzufuhr stehen, 
zeigen, daB das aufgenommene Nitrat gréBtenteils in dem Wurzel- 
gewebe bleibt. Da der Nitratgehalt des letzteren ebenfalls niedrig ist, 
so mu8 man annehmen, da8 die NO,-Ionen gréBtenteils zu Amidstick- 
stoff reduziert werden. Wie die drei Sauerstoffatome hierbei ausgenutzt 
werden, wissen wir vorlaufig nicht, es ware aber sicher falsch zu behaupten, 
daB die Anionenatmung bei der Nitrataufnahme eine einfache chemische 
Reaktion zwischen N O, und Glucose ware [vgl. (5), 8. 242]. Die Anicnen- 
atmung ist ein Ausdruck fiir die Akkumulierungsarbeit, die Nitrat- 
reduktion ist ein chemischer Vorgang von ganz anderem Charakter, 
in dem ebenfalls Oxydationsvorginge stattfinden, die aber offenbar 
nicht sogleich Kohlensaure als Produkt ergeben. Dies folgt u. a. aus der 
Tatsache, daB der Koeffizient k in der Atmungsgleichung auch unter 
anaeroben Bedingungen erhalten bleibt, obwohl das Nitrat hierbei 
gréBtenteils nur zu Nitrit reduziert wird. 

Die Nitratreduktion erfolgt bekanntlich in zwei Stufen, von 
NO, zu NO, und von NO, zu NH. Bei ausreichender Luftzufuhr 
laufen die beiden Reaktionen ineinander, so daB freies Nitrit kaum 
nachweisbar ist. Bei Luftabschlu8 setzt sich die erste Reaktion fort, 
wahrend die zweite sistiert wird. Es wird also Nitrit im Innern angehauft 
und unter den abnormen Bedingungen des Sauerstoffmangels tritt es 
mehr oder weniger vollstaéndig in das Medium heraus. Als eine der 
Ursachen der Nitritexosmose haben wir oben die geschwachte Atmung 
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genannt. Eine Rolle diirfte dabei aber auch die schwache Dissoziatic) 
der salpetrigen Saure spielen. Es mu8 allerdings in Betracht x 
zogen werden, daB auch die Salze schwacher Sauren in Verbindun: 
mit starken Basen stark dissoziiert sind. Das Verhalten der Wurzel: 
unter anaeroben Bedingungen ist natiirlich stark von dem wechselnde: 
inneren Glucosegehalt usw. abhangig. Dies erklart, warum in manchen 
Versuchen das aufgenommene Nitrat fast quantitativ in exosmierende-~ 
Nitrit iibergeht, wahrend in anderen Versuchen die Nitritmenge geringe: 
ausfallt. Diese Variationen beeinflussen aber nicht den Verlauf de: 
Anionenatmung. 

Die Tatsache, daB Anionen auch unter vollstandig unaeroben Ver- 
haltnissen in die Wurzeln aufgenommen werden konnen, ist fiir die 
Theorie der Anionenatmung von groBer Bedeutung. Tabelle VIII gibt 
ein Beispiel fiir die NO,-Aufnahme in ruhendem Stickstoff (R 33) 
In Tabelle IX sind einige Versuche mit Cl-Aufnahme wiedergegeben. 
wobei parallel in Stickstoff und in Luft gearbeitet wurde. Wenn man, 
von den k-Werten der Luftversuche ausgehend (iiber die zugrunde 
liegenden R,-Werte siehe unten), die Grundatmung in Stickstoff b 
rechnet, so findet man eine Hemmung derselben, und zwar am starksten 
bei gréBerer Cl-Aufnahme. Die neuen Nitrat- und Chloridversuche 
unter LuftabschluB bestatigen also die friiheren Versuche [(5), Tabelle | 
bis II], welche zeigten, daB bei Wettstreit zwischen Grundatmung und 
Anionenatmung die erstere unterliegt und sogar zugunsten der Anionen- 
atmung vollkommen unterdriickt werden kann. Hierbei ist natiirlich 
die ,,Atmungskapazitat‘‘ des Systems ausschlaggebend; diese ist aber. 
wie oben erwahnt, in ruhendem Stickstoff immer ziemlich beschrankt. 


Tabelle IX. Die Aufnahme von Chlorionen bei Luftabschluli. 
6 Stunden. 





Aufgenommen (—), 
Medium ausgeschieden (+) 
in Millimol 
Millimol ; Millimol 
pro Liter Bea tS ae COs 


Total- 


simung Behandlung 


2 KCl + 0,080 + 0,016 — 0,006 0, 0,018 (0,239 Ruhender N, 
(k = 3,0) 


0,088 + 0,007 — 0,071 0, 0,229 0,342 Strémende 
(k = 8,2) Luft 
+ 0,122 '-- 0,001 — 0,023 0,074 0,189  Ruhender N, 
(k= 3,2) 
— 0,016 — 0,054) 0,538 0,173 0,365 Strémende 
(k= 3,2) Luft 


Als Arbeitshypothese kann man annehmen, da die Anionen in orga- 
nischer Bindung das Oxydationspotential steigern, indem sie ein besonderes 
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Dehydrasesystem aktivieren, das einen vollstaindigeren Abbau des 
Glucosemolekiils als bei den Géarungsvorgingen zuwege bringt. Dieses 
System kann offenbar ohne freien Sauerstoff arbeiten, aber die hier- 
durch bald eintretende tibermaBige Anhaufung von aktivem Wasserstoff 
bringt die Reaktion bald zum Stillstand. Durch den Luftsauerstoff wird 
die Wasserstoffaktivitat wieder erniedrigt und der Vorgang kann sich 
wiederholen. 

Diese Arbeitshypothese erklart, warum in Anwesenheit von Nitrat die 
Anionenatmung lingere Zeit méglich ist, als wenn nur Chloride vorhanden 
sind. Denn der Nitratsauerstoff bringt, auch wenn die Reaktion auf der 
Nitritstufe stehenbleibt, eine gewisse Quantitat Sauerstoff in den Stoff- 
wechsel hinein. Durch die Entfernung des Nitrates als Nitrit verschwindet 
iibrigens auch der osmotische Widerstand gegen die Akkumulierung, was 
wohl ebenfalls zu der relativ lebhaften Nitrataufnahme unter anaeroben 
Bedingungen beitragt. 


V. Die Wirkung der Kationen. 


Wenn sich die Wurzeln in der Lésung eines Neutralsalzes befinden, 
so werden Kationen und Anionen in der Regel mit verschiedener Ge- 
schwindigkeit aufgenommen. Dies ist durch eine Reihe von Unter- 
suchungen aus dem hiesigen Laboratorium erwiesen worden [1931], (1) 
(2), (3), (4), (5)].. Die chemisch-physikalischen Eigenschaften der Ionen 
(Ladung, GréBe, Hydratation) sind hierbei ausschlaggebend, ferner 
auch die vorhandenen Ionen des Organs. Bei einer Zusammenstellung der 
Atmungswerte der Versuche mit der Menge der aufgenommenen An- 
ionen bzw. Kationen hat es sich gezeigt, daf nur im ersten Falle 
eine kurvenmaBige Beziehung besteht. Auch schon aus den in Tabelle V 
bis VII wiedergegebenen Versuchen sieht man, daB bei gleicher An- 
ionenaufnahme, aber verschiedener Kationenaufnahme, die Atmung 
gleichbleibt, wahrend bei gleicher Kationenaufnahme die Atmung 
der Anionenaufnahme parallel geht. Eine Wirkung auf die Atmung 
bleibt auch aus, wenn gréBere oder geringere Mengen Kationen aus 
der Wurzel ausgeschieden werden. 

Ein Beispiel fiir diese Indifferenz der Atmung gegeniiber dem Ver- 
halten der Kationen geben die Serienversuche der Tabelle X. Die Pflanzen 
waren in Ca-reicher Nahrl6sung aufgewachsen und die Wurzeln enthielten 
nach Aschenanalyse 0,331mM Ca (Normalwert etwa 0,156mM). Aus 
diesem Grunde unterbleibt die Ca-Aufnahme praktisch vollstandig in der 
|1mM Liter Ca-Nitratlésung. Pflanzen von gleicher GréBe, aber mit 
geringerem Ca-Gehalt, nahmen unter gleichen Verhaltnissen insgesamt 
0,047 bis 0,088 mM Ca auf. Umgekehrt scheiden die Ca-reichen Pflanzen 
in KNO, groBe Mengen Ca aus, so da fast ein aquivalenter Austausch 
von K gegen Ca stattfindet. Trotz des sehr verschiedenen Verhaltens der 
Kationen in den beiden Versuchen ist das Verhaltnis zwischen NO,-Auf- 
nahme und Totalatmung fast iibereinstimmend. Auf den geringen Mehr- 
betrag der Anionenatmung in der Calciumlésung kommen wir gleich unten 
zuriick. 

Q* 
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Tabelle X. Serienversuch mit 32 Tagen alten Wurzeln, die 1 Ta 
in destilliertem Wasser vorbehandelt worden waren. 

R 16a. Medium 2mM/_ Liter KNO,. 


Strémende Luft. Intakte Pflanze: 





Aufgenommen (—), 
ausgeschieden (+) 


in Millimol Totalatmung Pu-Endwert 


K Ca ‘NOs 
— 0,163 


- 0,203 
— 0,255 


0,621 


0,571 
0,420 
0,465 
1,456 


0—2 
S<n8 
4—6 


Summe: 


~ 0,100 
— 0,156 
— 0,147 


— 0;403 


-+ 0,098 
- 0,059 
-+ 0,043 


+ 0,200 


R 16b. Medium | mM Liter Ca(NO,),. Str6mende Luft. Intakte Pflanzen 





Aufgenommen (—), 
ausgeschieden (+) 


in Millimol Totalatmung Pa Endw ert 


NOs 
0—2 — 0,218 : 6,83 
2—4 - ~0),223 9,568 6,95 
4 6 0,226 DBE 6,94 
Summe: 0,0 * — 0,667 
* Die aufgenommenen (a-Mengen waren von unmefbarer Kleinheit. 


Direkte Beweise dafiir, daB8 die Kationen an sich keine Atmungs- 
wirkung haben, liefern die in Tabelle XI aufgefiihrten Versuche mit 
Bicarbonatlésungen. Die Versuche wurden so durchgefihrt, daB stets 
ein Versuch mit KHCO, als Kontrolle diente. Alle Atmungswerte 
schwanken mit maBigen Differenzen um einen Mittelwert von 0,442. 
Durch andere Versuche (siehe Tabelle I1I]) wurde wiederum bewiesen 
daB die Atmung bei der Ubertragung der Wurzeln aus destilliertem 
Wasser in Bicarbonat keine Anderung erfahrt. 


Der Bariumcarbonatverbrauch in Tabelle XI bringt neue Belege 


fiir den ausgiebigen Ionenaustausch bei der Einwirkung von einem 


Tabelle XI. und Atmung in Bicarbonat 


Kationenaufnahme 
lésungen. 





Aufgenommen (—), 


R 30 | 
R 39 
R45 
R 48 
R 50 
R52 


Medium 
Millimo! Liter 


2 KHCO,; 
9 ie 


'1Ca(HCO,), 


1 ; 
1 Ba (HCOs), 
l * 


ausgeschieden (+) 
in Millimol 





K 


— 0,072 
— 0,028 


+ 0,020 
0,036 


Ca 


+ 0,010 
+ 0,009 
+ 0,0 

— 0,044 
+ 0,024 
+ 0,024 


Ba 


— 0,036 
— 0,074 


Atmung 


Millimol 
CO» 


0,455 
0.444 
0,423 
0,420 
0,439 
0,469 


Anmerkung 


Simtliche Ver- 


suche sind i! 
strémender Luft 


> und mit dekapi 


tierten Wurzel: 
ausgefiihrt. 
Dauer 6 Std 





tar 
Bur 


wort 
Wau 
mit 

frith 
Mg) 
Nur 
zud 
mit 

flus: 
erne 


ve } Di 
vers 
vall 
zu V 


dar 
einf! 
suck 


nom 


dap 
im J 
phy: 
Na - 
Reil 


von 
in d 


sach 
geri 
( liirf 
wirk 


ist 1 
aber 
dies 
ausg 
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tark kolloidaktiven Ion, wie Ba, auf das Protoplasma [vgl. Lundegardh, 
Burstrom und Rennerfelt (2)}. 

Durch die Bicarbonatversuche ist der wichtige Beweis erbracht 
worden, daB die Kationen keine Wirkung auf die Grundatmung der 
Wurzeln ausiiben. Wir gehen nunmehr zu der Beschreibung der Versuche 
mit Nitraten und Chloriden mit verschiedenen Kationen iiber. Unsere 
friiheren Erfahrungen (4) lehrten, daB die fiinf Alkalien nebst Ca und 
Mg keine merkbare Wirkung auf den Verlauf der Anionenatmung haben. 
Nur Bariumnitrat zeigte eine deutliche Atmungssteigerung im Vergleich 
zu den anderen Nitraten. Spater ausgefiihrte unveréffentlichte Versuche 
mit Calciumnitrat ergaben auch fiir dieses Kation eine positive Beein- 
flussung der Anionenatmung. Die ganze Frage wurde daher einer 
erneuten Untersuchung unterzogen. 

In den Versuchen der Tabelle XII wurden acht verschiedene Kationen 
gepriift. Die GleichmaBigkeit des Materials wurde durch parallele Bicarbonat- 
versuche kontrolliert. Jeder Einzelversuch wurde auBerdem in zwei Inter- 
vallen (3 + 3 Stunden) ausgefiihrt, um das zeitliche Verhalten des Vorganges 
zu verfolgen. Die Lésung wurde in jedem Intervall erneuert. 

Die Berechnung von k aus R, — R, griindet sich auf die oben 
dargelegte Tatsache, daB die Kationen die Grundatmung nicht be- 
einflussen. Als Grundatmung wurde also der aus einer Reihe von Ver- 
suchen mit Kaliumnitrat berechnete Wert 0,208 pro 6 Stunden ange- 

k Totalatmung — 0,208 ‘ ; ‘ 
nommen. k ist demnach -: - Die Ergebnisse zeigen, 
Nitrataufnahme 
dap der Koeffizient k in gewisser Weise von der Natur der Kationen 
im Medium abhingt. Der Einflu8 scheint in Bezichung zu der chemisch- 
physikalischen Natur der Ionen zu stehen. Wir erhalten die Reihe 
Na< K< Mg < Ca< NH,< Sr< Ba< H, die stark an dhnliche 

Reihen fiir kolloidchemische Wirkungen erinnert. 

Auch bei Chloriden wurde eine gewisse Abhangigkeit der k-Werte 
von den im Medium anwesenden Kationen gefunden. Siehe Tabelle XIII, 
in der ahnliche Versuche mit sieben Kationen aufgefiihrt sind. 


Die Reihenfolge der Kationen in der Chloridserie ist in der Haupt- 
sache dieselbe wie in der Nitratserie. Die Ausschlage sind durchgehend 
geringer, so da®B sie vielfach innerhalb der Versuchsfehlergrenze liegen 
dirften. Bemerkenswert ist jedoch der hohe k-Wert fiir die H-lonen- 
wirkung. 


Die Wirkung der Kationen auf den k-Wert der Anionenatmung 
ist nach den hier geschilderten Versuchen zwar zum Teil schwach, 
aber trotzdem unverkennbar. Als wahrscheinliche Ursache dafiir, dab 
diese Wirkung in den friiheren Versuchen bei Alkalien und Erdalkalien, 
ausgenommen Barium, ausblieb, kann die relativ langsame lIonen- 
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vufnahme in diesen Versuchen angegeben werden. In Tabelle XIV ist 
die in unseren neuen Versuchen beobachtete Atmungssteigerung bei 
Caleciumwirkung mit den Absolutwerten der Nitrataufnahme zusammen- 
gestellt worden. Die in der zweiten Kolonne angegebene ,,Atmungs- 
steigerung*‘ wurde berechnet durch Subtraktion von Rk, +-2.A von 
dem Totalatmungswert. é 


Tabelle XIV. Abhangigkeit der Kationenwirkung von der Ge- 
schwindigkeit der Anionenaufnahme. 





NO 3-Aufnahme in 6Std. Atmungssteigerung | NO,-Aufnahmein6Std. | Atmungssteigerung 
aus Ca(NOs3)o bei Ca-Wirkung aus Ca(NOg3)o bei Ca-Wirkung 


0,160 Millimol NO, 0,000 MillimolCO,} 0,400 Millimol NOs | 0,206 Millimol CO, 
Ce. 2. ce ERS CRS ore 1 


Bei langsamer Nitrataufnahme geben nach dieser Zusammenstellung 
Kaliumnitrat und Calciumnitrat dieselben Werte fiir * (= etwa 2). Bei 
schnellerer Nitrataufnahme geben aber die Calciumnitratlésungen héhere 
k-Werte (vgl. auch Tabelle XII). Die unterschiedliche Aufnahme- 
geschwindigkeit wird natiirlich hauptsachlich durch die Konzentration des 
Mediums, aber in gewissem Grade auch durch individuelle Unterschiede der 
Wurzeln verursacht, welche gréBtenteils durch Variationen im Glucose- 
gehalt oder im Kationengehalt bedingt werden. Auch das Alter der Wurzeln 
hat einen gewissen Einflu8. Im Hoéchstfall steigt fiir Ca(NO,), der k-Wert 
von 2 auf 2,3 (siehe auch Tabelle XII). 

In den friiheren Versuchen (1933b) betrug die NO,-Aufnahme im 
Hochstfalle 2 .0,137 = 0,234mM in 10 Stunden, also 0,162 in 6 Stunden, 
ein Wert, fiir den in Tabelle XIV die Kationenwirkung unscheinbar bleibt. 

Die hier dargelegten Umstande beweisen, da8 der Koeffizient & 
nicht im Sinne einer stéchiometrisch verlaufenden chemischen Reaktion 
zwischen Glucose und Anionen zu verstehen ist. Die Anionenatmung 
wird zwar nur bei Anwesenheit von aufnehmbaren Anionen ein- 
geleitet, ihre Geschwindigkeit dirfte aber auch z. B. von dem 
Potentialsprung in der Protoplasmagrenzschicht reguliert werden. Die 
verschiedene Beweglichkeit von Anionen und Kationen, die mit 
steigender ,,Kolloidaktivitat‘‘ der letzteren immer mehr _hervor- 
tritt, muB stark auf diese Grenzschichtpotentiale wirken, und _ hierin 
kann man vielleicht eine Ursache der Kationenwirkung erblicken. 
Denn die Kationen wirken nur in Verbindung mit aufnehmbaren Anionen. 


VI. Zur Theorie der Ionenaufnahme. 


Die Wurzeln leisten osmotische Arbeit, indem sie Ionen aus dem 
auBeren Medium aufnehmen und sie im Innern auf ein héheres Konzen- 
trationsniveau bringen. Tabelle XV zeigt einige Aschenanalysen aus 
dem in dieser Abhandlung geschilderten Versuchsmaterial. Das Gesamt- 
gewicht der Wurzelbiischel war etwa 1 bis 2g. Die Werte lehren, 
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daB die aufgenommenen bzw. ausgeschiedenen Mengen von Kationen 
einen haufig betrachtlichen Anteil des gesamten lonenbestandes aus. 
machen. Dies erklirt auch zum Teil die Unterschiede in Tabelle XV 
die Analysen der Asche wurden namlich erst nach den Versuchen 
ausgefiihrt. 


Tabelle XV. Gehalt der Weizenwurzeln an Kationen, ausgedriickt 
in mM pro lg Trockengewicht. 





Ca Mg Fe Mn Na 


1,07 0,132 0,087 0,0380 0,065 | 0,086 
1.10 0,315 0.080 0,0260 0,011 | 0,095 
0,81 0,490 0,065 0,0039 0.022 0,230 
0,53 0,316 0.051 0,0099 0,088 ° 0,191 
0,43 0,125 0,050 0.0046 0,011 0.203 
0,51 0,450 | 0,094 0,0043 0,022 0.250 
0,39 0,162 0,055 0,0028 0,009 0,180 
049 | 0.242 | 0,060 0,0028 0.009 0,180 
0,50 0,117 0,052 0,0039 0,008 0.188 
0,90 0,111 | 0,070 0,008 0,155 
1,07 0.119 | 0,073 f 0,014 0,189 
0,74 0.175 | 0,074 0.013 0,215 


OAIS OP wD 


Da das Trockengewicht etwa 20% des Frischgewichts der Wurzeln 
betragt und da die Alkalien sich vollkommen in Lésung befinden, betragt 
die K-Konzentration der lebenden Wurzeln im Durchschnitt 0,08 bis 
0,2mM procem oder 80 bis 200 mM pro Liter. Der Gehalt der 
Lésung betrug in den Versuchen 0,5 bis 2mM pro Liter. Es wird also 
durchschnittlich eine groBe osmotische Arbeit geleistet. Die Wurzel 
speichert aber die Kationen nicht auf, sondern leitet sie gréBtenteils 
weiter in die oberirdischen Teile. Namentlich Kalium wird in groBer 
Menge weiter beférdert. In einigen Fallen wurde der Blutungssaft 
der ‘Wurzelstiimpfe analysiert (Tabelle XVI). Aus der Analyse ergibt 
sich, daB auch hier eine osmotische Arbeit nach Verabreichung von 
Kalium und Magnesium geleistet wird. Calcium wird in wesentlich 
héherem Grade in der Wurzel zuriickgehalten. Die Anionen konnten 
wegen der kleinen Fliissigkeitsmengen vorlaufig nicht bestimmt werden. 
NO, scheint aber, in Ubereinstimmung mit dem friiher Gesagten, im 
wesentlichen in der Wurzel verarbeitet zu werden, wahrend Cl offenbar 
weitergeleitet wird. 


Die Kationen sind nach den in dieser Arbeit mitgeteilten Ver- 
suchen in hohem Mae apolar beweglich, d.h. sie werden ebenso leicht 
aufgenommen wie ausgeschieden, ohne daB hierdurch die Atmung 
beeinfluBt wird. Man kann sich vorstellen, daB die Kationen an negative 
Valenzorte der Protoplasmakolloide adsorbiert werden und _hierbei 
nach bekannten GesetzmaBigkeiten auch Austausch erleiden. 


eR eRe oR Bore ok i 
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fabelle XVI. Analysen des Blutungssaftes von Weizenwurzeln. 





Medium as | “Sedition Der Saft enthalt pro Liter Millimol 


Nr. j{—_$ —________— A PON 


Millimol/Liter | Std. cem K Ca Na Mg NO, 


2KNOz, 24 1,4 14 0,6 0,5 _- 0,0 
2KCl 24 1,15 18 0,65 0,2 _ - 
2 KCl 24 0,93 16 0,64 0,96 0,18 

19 0,90 18 0,64 4,6 

24 1,060 17 0,46 0,46 

19 1,20 27 0,67 0,30 

20 1,19 8 0,31 0,26 

20 0,65 11 0,61 | 0,08 

20 0,50 7 0,66 0,011 


SS Cte Che 


ODI 


} ( 
10 | 1KHCO, 20 0,79 10 0,37. 0,22 


Die Anionen sind andererseits ausgesprochen polar beweglich, 
d.h. sie werden nur unter gewissen abnormen Bedingungen ausge- 
schieden, und ihre Aufnahme ist stark mit respiratorischen Vorgingen 
verbunden. Eine Ausnahme bildet scheinbar die Kohlensiure, aber 
diese wird sicherlich in erster Linie als Molekiil ausgeschieden, da die 
innere Kohlenséurekonzentration die aktuelle Kationenkonzentration 
weit iibersteigt. Die Konzentration von HCO,-lonen in dem auBeren 
Medium wechselt sehr stark je nach dem eventuellen Uberschu8 an 
metallischen Kationen; sie scheint nicht merklich die Intensitat der 
Atmung zu beeinflussen [vgl. (4), S. 244], dagegen, wie jede andere Saure, 
die Kationenbilanz (vgl. oben S. 112). 

Auf Grund des apolaren Verhaltens der Anionen und des Phanomens 
der Anionenatmung wurde folgende Theorie der Ionenaufnahme ent- 
wickelt [vgl. (7)]. 

Die osmotische Arbeit der Wurzel wird zwischen zwei Grenz- 
flaichen geleistet, dem Adsorptionsniveau Ad und dem Akkumulierungs- 
niveau Ak. Die auBere Grenzfliche des Protoplasmas am Ad-Niveau 
zeigt wegen des amphoteren Charakters der Kolloide ein Mosaik von 
positiven und negativen Valenzen, von welchen die letzteren iiber- 
wiegen. Der isoelektrische Punkt des Weizenprotoplasmas diirfte in 
der Nahe von pu = 6,0 liegen [vgl. (3)]. Das Verhalten der Kationen 
bekraftigt die Vorstellung, daB die Kationen in ahnlicher Weise wie bei 
der Adsorption in jedem beliebigen negativ geladenen Kolloid gebunden 
werden [vgl. (1) und (2)]. Fir die Anionenbindung diirften organische 
Basen, von denen bekanntlich im Protoplasma die Amidbasen reichlich 
vorkommen, verantwortlich sein. Wir bezeichnen diese hypothetische 
Radikale mit R+; die Reaktion kann R+ + A~ = R.A geschrieben 
werden. Diese Reaktion verliuft bei jeder Konzentration von A~ im 
Ad-Niveau freiwillig nach rechts. Im Ak-Niveau findet die umgekehrte 
Reaktion statt; die Anionenatmung liefert die hierzu erforderliche 
Energie. 
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Biochemische Analogien zu der physiologisch geklarten Reaktio. 
zwischen RA in der obigen Gleichung und Glucose gibt es meine 
Wissens iiberhaupt nicht. Von einer esterartigen Bindung der Glucos 
mit den Anionen kann wohl kaum die Rede sein, weil der Koeffizient / 
fiir die einwertigen NO,- und Cl-Reste die Werte 2 bzw. 3 hat und / 
iiberdies in Anwesenheit von schwereren Kationen nach oben hin vei 
schoben wird. Die experimentellen Befunde sprechen zugunsten der An- 
nahme, daB RA ein spezielles, fiir Cyan sehr empfindliches [vgl. (5) 
Enzymsystem aktiviert, das unter hohem Oxydationspotential die Glu 
cose angreift. Der Vorgang findet namlich auch ohne Anwesenheit 
von freiem Sauerstoff statt (S. 114), also nach der Gleichung C,H,,0, 
+6H,O =6CO, + 24H und unterscheidet sich hierin wie auch in 
der Cyanempfindlichkeit von der Grundatmung. Fiir die Aufnahme 
der H-Atome sind Wasserstoffakzeptoren verantwortlich, die dann bei 
O,-Zufuhr wieder oxydiert werden. 

Eine Grundlage der Theorie bildet die Annahme, daB bei de: 
Dehydrierung der Glucose die Reaktion RA = R+ + A~ unter Energie- 
aufnahme stattfindet. Die Anreicherung der leicht diffundierbaren 
A-lonen im Ak-Niveau bewirkt die Lésung von Kationen aus der Ad- 
sorptionsbindung (vgl. oben); es wird also am Ak-Niveau aus dem 
Medium das urspriingliche Salz MA angereichert, wobei natiirlich dic 
freie Kombination der Ionen in Verbindung mit der Ausscheidung eine: 


gewissen Menge von Kohlenséiure und von organischen Saéuren nach 
innen hin gewisse Verschiebungen im urspriinglichen lonenverhaltnis 
verursachen. 


Diese Theorie der lonenanreicherung erklart auch, warum auch in 
destilliertem Wasser eine gewisse iiber die Grundatmung hinausgehende 
Atmungssteigerung stattfindet. Oberhalb des Ak-Niveaus befinden sich 
namlich, auch wenn keine lonen von auBen her kommen, immer ge- 
wisse Mengen von A-Ionen, die nach dem oben angegebenen chemischen 
Gleichgewicht freiwillig RA bilden. Eine gewisse Aktivierung des 
Oxydierungssystems findet also auch beim ,,Leerlauf“ statt. Energetisch 
bedeutet dies, da immer eine gewisse Anionenatmung notwendig ist. 
um zu verhindern, daB die Anionen das Ak-Niveau in umgekehrter 
Richtung verlassen. Bei gewaltsamer Hemmung der Oxydierungs- 
vorginge, z. B. bei anhaltendem Sauerstoffmangel, tritt tatsichlich 
eine apolare Exosmose der Anionen ein (s. oben). 

Es hat vorlaufig wenig Zweck, die beobachteten sekundaren 
Wirkungen der ,,kolloidaktiven’“’ Kationen auf die Anionenatmung 
im einzelnen zu betrachten. Das komplizierte chemische System, das 
aus Glucose, an organische Basen gebundenen Anionen, cyanempfind- 
lichen Atmungsenzymen und H-Akzeptoren besteht, ist sicherlich, wie 
andere Enzymsysteme, von dem ¢y und von anderen Kationenaktivi- 
titen abhangig. Die Sekundarwirkung der Kationen ist aus diesem 





Untersuchungen tiber die Anionenatmung. 123 


Grunde nicht iiberraschend. Ob diese Wirkung durch die blobe Anwesen- 
heit der Kationen im Ak-Niveau verursacht wird oder ob die durch 
die verschiedene Wanderungsgeschwindigkeit der Kationen im Ver- 
haltnis zu den Anionen bedingten Potentialdifferenzen zwischen dem 
Ad- und dem Ak-Niveau das wirksame Agens darstellen, kann noch 
nicht mit Sicherheit entschieden werden. Die Tatsache, daB die Quantitat 
der wirklich aufgenommenen Kationen so wenig bedeutet, deutet auf die 
letztgenannte Erklarungsméglichkeit hin. 

Die mehr biochemischen Untersuchungen iiber die Atmungs- 
vorgange werden fortgesetzt. Der Glucoseverbrauch unter verschiedenen 
Verhaltnissen wurde oben (S. 111) vorlaufig mitgeteilt. Es diirfte 
anzunehmen sein, daB die von den griinen Teilen kommende Glucose 
in dem Wurzelquerschnitt sich zentrifugal bewegt und sich etwa im 
Ak-Niveau mit dem zentripetal diffundierenden Sauerstoff begegnet. 
Glucose exosmiert nimlich normalerweise nicht, obwohl die Molekiile 
die Protoplasmahautschicht durchdringen kénnen. Wenn man von 
auBen her Glucose verabreicht, nehmen die Wurzeln groBe Mengen auf 
und verbrennen sie, wobei der Verb:auch an eigener Glucose abnimmt. 

In einer friiheren Arbeit (5) wurde angedeutet, daB die theore- 
tisch zu fordernden bei der Anionenatmung tatigen H-Akzeptoren zum 
Teil ungesittigte Fettsiuren sein kénnten. Unsere speziell hierauf 
gerichteten Untersuchungen haben jedoch gezeigt, da der Gehalt der 
Wurzeln an ungesattigten Fettsiuren durch die anaerobe Anionen- 
atmung nicht merklich beeinfluBt wird. Schon die absolute Menge 
dieser Sauren (Olsiure und Linolsdure) ist zu klein, um die theoretisch 
zu fordernde H-Bindung erklaren zu kénnen. Die H-Akzeptoren miissen 
also von anderer Natur sein. 


VII. Zusammenfassung. 


Durch neue Versuche wurde der friiher aufgestellte Satz be- 
statigt, daB bei der Aufnahme von Anionen in die Wurzeln ein spezieller 
Atmungsvorgang, die Anionenatmung, in Tatigkeit tritt. Die Anionen- 
atmung ist sowohl physiologisch als auch chemisch von der in jeder 
Wurzel, unabhangig von speziellen Funktionen, stattfindenden Grund- 
atmung unterschieden. Fiir die Totalatmung gilt die Formel R, R, 
+k.A, in der k.A die Anionenatmung und Rk, die Grundatmung 
bedeutet. 

Bei variierter Anionenaufnahme und unter sonst konstanten Be- 
dingungen besteht somit eine quantitative Beziehung zwischen der 
Menge der aufgenommenen Anionen (= A) und der Menge der hierbei 

CQ, 
ausgeschiedenen Kohlensdure, wobei ~ == kist. Die k-Werte sind fiir 


verschiedene Anionen verschieden, z. B. betragt der Wert fiir NO, 
etwa 2 und fiir Cl etwa 3. 
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Bei wenig intensiver Anionenaufnahme kann / von den im Mediun 
vorhandenen Kationen fast unbeeinflu8t bleiben. Bei intensivere: 
Aufnahme ist dagegen ein EinfluB erkennbar. Die Kationenwirkung 
erinnert an die kolloidchemischen Wirkungen, steigt z. B. bei Nitraten in 
der Reihe Na > K > Mg > Ca > NH, > Sr > Ba > H. 

Der EinfluB der Kationen ist unabhangig von der Quantitat de 
aufgenommenen bzw. ausgeschiedenen Kationen. Sie haben an sich kein 
Wirkung auf die Atmung, so z. B. in Bicarbonatlésungen. Die Wirkung 
hat den Charakter einer sekundaéren Bedingungsénderung der Anionen- 
atmung. 

Dem Satz der geringsten Arbeit entsprechend, wird die lonen 
bilanz zwischen dem Protoplasma und dem Medium so reguliert, dab 
das Medium eine schwach saure, dem isoelektrischen Punkt des Proto- 
plasmas entsprechende Reaktion ausbildet. Dementsprechend hat plotz- 
liche lebhafte Kationenaufnahme bedeutenden Austausch zur Folge: 
dies gilt auch fiir H-lonen. Bei einseitiger Anionenaufnahme kompensiert 
die Atmungskohlensaéure. Unausgleichbare gréBere Abweichungen im 
pu- Wert des Mediums vom isoelektrischen Punkt wirken als Bedingungs- 
anderung auf die Atmung. 

Als Grundlage einer Theorie der Anionenatmung wird ein Gleich- 
gewicht R+ + A~ == RA angenommen, in welchem f* eine nicht 
permeierende organische Base darstellt. An der auBeren Adsorptions- 
flache (Ad-Niveau) geht die Reaktion freiwillig nach rechts. An der 
inneren Akkumulierungsflache (Ak-Niveau) aktiviert RA die Glucose- 
desmolyse, wobei Energie fiir die nach links verlaufende Reaktion geliefert 
wird. Als Resultat wird A~ am Ak-Niveau angehauft und verbindet 
sich hier mit den adsorptiv in das Protoplasma aufgenommenen Kat- 
ionen. Die Anhaufung setzt sich so lange fort, bzw. bleibt so lange 
erhalten, wie die Anionenatmung arbeitet, és wird also eine gewisse 
Atmungsarbeit auch schon fiir den ,,Leerlauf“ in destilliertem Wasser 
geleistet. 

Der Koeffizient & ist ein Ausdruck fiir das ,, Aktivierungsvermégen 
des Anions auf das speziell abgestimmte Atmungssystem und ist nicht 
ein Ausdruck fiir stéchiometrisch verlaufende Reaktionen. 
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Die Stabilisierung der Ascorbinsaiure durch Metaphosphorsaure. 


Von 
Karl Hinsberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 29. Januar 1937.) 


Uber die Méglichkeit, das Vitamin C in biologischen Fliissigkeiten 
bestimmen zu kénnen, ist in letzter Zeit eine heftige Diskussion ent- 
standen. Nachdem von Ammon und Hinsberg (1) besonders betont 
worden war, daB es sich bei den chemischen Methoden um vollkommen 
unspezifische Reaktionen handelt, ist auch von anderer Seite die Un- 
spezifitat sowohl der titrimetrischen als auch der kolorimetrischen 
Methoden hervorgehoben worden. Wacholder und Podesta (2) lassen die 
Methode von Martini und Bonsignore neben der eigenen, mit dem 
molybdanfreien Wolframphosphorsaurereagens nach Folin, gelten und 
lehnen die anderen, insbesondere die von Becssonoff und jene von T'ill- 
manns ab. Ebenso wie ich mit Ammon stehen sie auf dem Standpunkt, 
daB die niedrigsten Werte die spezifischsten Werte sind. Die von ihnen 
gefundenen niedrigen Werte mit dem Reagens von Folin liegen zum Teil 
noch unter den von Martini ermittelten und werden deshalb in diesen 
Fallen als richtiger angenommen. Man muB sich aber klarmachen, dal 
ein Beweis fiir diese Annahme nicht vorhanden ist, denn auch diese 
neue Methode bleibt unspezifisch. 

Sehr wichtig ist der Hinweis von Wacholder, daB der Titer der 
Methylenblaulésung von der Belichtungsintensitét abhaingt. So ist 
auch der von uns friiher angegebene Titer von 0,086 zu erklaren. Damals 
hatten wir eine 1000-Wattlampe mit einem Schirm aus hellem Asbest. 
Mit einer 500-Wattlampe und einem Reflektor aus Aluminiumblech 
finden wir bei einem mittleren Lampenabstand von 15cm der Probe 
den Titer zu 0,04 bis 0,045, wahrend bei einer Projektionslampe (500 Watt) 
mit riickwartigem Silberspiegel sich sogar ein Titer von 0,035 ergab, 
ein Zeichen, daB die Reaktion je nach den Bedingungen auch weiter 
gehen kann als durch den theoretischen Titer 0,047 angegeben ist. 
Bleiben die Bedingungen gleich, so ist diese Differenz durch die Titer- 
bestimmung, wenigstens fiir reine Lésungen, ausgeglichen. 

Die gréBte Schwierigkeit bei den Bestimmungen mit unspezifischen 
Methoden macht der Umstand, daB mit einer wechselnden Menge von 
reduzierenden Substanzen gerechnet werden muB, deren Natur un- 
bekannt ist. Zwar lassen sich Bedingungen finden, bei welchen in 
reinen Lésungen Glutathion, Cystein oder andere bekannte Stoffe 
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ohne Einflu8 auf das Titrationsergebnis bleiben; damit sind aber di 
unbekannten reduzierenden Stoffe noch nicht ausgeschaltet. Zuden 
wird die Haltbarkeit einer Ascorbinséurelésung durch Zusatze stark 
beeinfluBt. Trichloressigsaure z. B., ebenso Formaldehyd, zerstéren di 
Ascorbinsaure [7'schopp (3)] und auch die Anwesenheit von Cystei 
beeinfluBt, selbst bei px 2,7, den Endpunkt der Vitamin C-Titratioi 
nach Tillmanns. Wird nun vollends nach der Methode von van Eeckeles 
mit Quecksilberacetat das EiweiB usw. gefallt, so fallt ein Teil de- 
Vitamins C mit aus und bei der nachherigen Behandlung mit H,§8 ent 
stehen unkontrollierbare Einfliisse auf das Reduktionsvermégen de: 
Fliissigkeit, was sowohl von 7'schopp wie auch von mir und Ammon beob- 
achtet wurde. T'schopp sagt in der oben zitierten Arbeit: ,,Der Beweis 
daB der Harn bei normalem Vitamin C-Gehalt der Nahrung iiberhaupt 
Ascorbinséure enthalt, ist bisher nicht erbracht worden. Dagegen ist 
die Steigerung des Reduktionsvermégens im Harn nach reichlichen 
Dosen von VitaminC zum gréBten Teil auf Ascorbinsaéure zuriick 


zufiihren.‘‘ 

Bei 7'schopp und bei v. Eiiler und Burstrém (4) findet sich eine 
eingehende Zusammenstellung der Literatur. 

DaB solche reduzierenden und stérenden Substanzen vorhanden 
sind, zeigt weiter die Arbeit von Ott Kramer und Faust (5), die aus 
den Nebennieren einen amorphen reduzierenden Stoff isolierten, der 


ebenfalls entfarbt und sicher kein Vitamin C ist. 

DaB im Harn keine Ascorbinséure oder nur sehr wenig vorkommt, 
ist durch meine Untersuchungen mit Ammon (5a) wahrscheinlich 
gemacht worden. Denn bei der spezifischen Fallung mit 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazin ist, dank der von mir gefundenen Méglichkeit, das 
Vitaminosazon aus Oxalester umzukristallisieren, eine Trennung von 
anderen Carbonylverbindungen méglich. Da ferner aus 10 Liter Misch- 
harn im ganzen 13,9 g eines Gemisches von Hydrazonen und Osazonen 
des 2, 4-Dinitrophenylhydrazins isoliert wurden, zeigt dieser Versuch 
mit aller Deutlichkeit, mit welch groBer Menge unbekannter Carbony!- 
verbindungen im Harn gerechnet werden muB. Denn auf Grund der 
zugesetzten 100 mg Ascorbinsaéure konnten diese 13,9 g nur etwa 350 mg 
des Osazons der Ascorbinséure enthalten. Die Aufarbeitung von nor- 
malen Mischharnen ergab kein Kondensationsprodukt des Vitamin C. 

Wiahrend bis jetzt immer betont wurde, daB durch die gegebenen 
Umstinde sehr leicht und wahrscheinlich zu hohe Werte gefunden 
werden, ist auch das Umgekehrte méglich. Schon Wacholder und Po- 
desta haben in ihren Versuchen gezeigt, daB nicht immer die Methylen 
blauwerte die niedrigsten sind, und da man seine Methode den ge 
gebenen Umstiinden, d.h. den Organen, anpassen muB. So sollen. 
speziell bei der Untersuchung von fétalen Herzen mit der Methylenblau- 
methode, entgegen den sonstigen Befunden, wesentlich héhere Werte 
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vefunden werden als nach Tillmanns. Auch die Angabe von Caffier 
ind Ammon (6), daB man nach Wartini in menschlichen Placenten nur 
10 bis 15°, der Tillmann-Werte findet, wird bestritten. Dieser Befund 
von Wacholder wird in einer neueren Arbeit von Ammon (7) selbst 
indirekt bestatigt. Ammon hat namlich mit der von mir angegebenen 
Methode der Isolierung des Vitamin C-Osazons aus Oxalester, nachdem 
ihm mit mir zusammen die Isolierung des Vitamins C aus Harn in 
Zusatzversuchen gelungen war, auch das Vitamin C-Osazon aus Pla- 
centen isoliert. Wahrend er und Caffier friiher mit der Methylenblau- 
methode 1,5 mg-°%, gefunden hatten, werden jetzt auf Grund der spezifi- 
schen Fallung als Osazon etwa 5 mg-°, angegeben, was den Werten 
von Wacholder und Neuweiler wesentlich niherkommt. Diese Unter- 
suchung ist ein schlagender Beweis dafiir, wie wenig man sich auf un- 
:pezifische Reaktionen verlassen kann, die je nach dem biologischen 
Substrat zu hohe oder zu niedrige Werte ergeben. 

Kinen Grund fiir die niedrigen Werte stellt die rasche Zerstérung 
der Ascorbinséure dar, die entweder durch den katalytischen Einflu8 
von Cu (8) (9), oder durch die Fallungsmittel selbst bewirkt wird. T1i- 
chloressigséure allein zerstért das Vitamin, auch Sulfosalicylsiure hat 
keinen stabilisierenden EinfluB. Dagegen ist die Metaphosphorsaure 
mit gutem Erfolg zur Stabilisierung von Vitaminlésungen zu verwenden, 
desgleichen Adrenalin (10). Hierauf haben wohl zuerst Fujita und 
Iwatake (11) hingewiesen, aber ihr Vorschlag ist wenig beachtet worden. 
Tatsachlich kann man leicht zeigen, daB eine mit Metaphosphorséure 
angesetzte Vitamin C-Lésung nach Tagen fast unverandert ihren Titer 
behalt, wahrend eine gleichartig angesetzte Lésung mit Trichloressig- 
siure sehr bald ein Absinken des Reduktionswertes erkennen abt. 


Tabelle I. Verbrauch an Methylenblau nach Martini und 
Bonsignore in ccm fiir je 1,5cem der Ansiatze. 
Ansatz: 16 mg Cebion Verck in ausgekochtem destilliertem Wasser in 25 cem 


gelést. Davon je 5cem in vier MeBkolben von 50 cem enthaltend: 





10cem 50 °/sige 


Probeentnahme 


Soromt. 2. 
Nach 18 Std. . 


ee 
Tagen 


” 


8 cem 50 °/yige 
Trichloressig- 
siure, 3,2mg 


Seem 50 ®/pige 
Trichloressig- 
saure, 3,2 mg 
Ascorbins&ure 


Ringe “ 0,0 yr Cu i 
in 50cem Wasser ,01 mg Cu in 


50 eem Wasser 


2,550 
0.600 
0,015 
0,00 


2,375 
0,540 
0,00 
0,00 


Ascorbinsi&ure, 


10cem 50 °/oige 
Metaphosphor- 
siure, 3,2mg 
Ascorbins&ure 
in 50 cem Wasser 


Metaphosphor- 
siure, 3,2 mg 
Ascorbinsiure, 
0,01 mg Cu in 
50cem Wasser 


2,415 
2.400 
2,250 
1,968 
0,925 
0,235 
0,00 


2.400 
2.450 


Die Proben werden wahrend der Versuchsdauer dunkel bei Zimme1 


temperatur aufgehoben. 
3 = 0,0365, fiir Kolben 2 und 4 


Faktor der Methylenblaulésung fiir Kolben 1 und 
0,0342, Projektionslampe 15cm Abstand. 
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Auch fiir Harn ergibt sich dasselbe Bild: 


Tabelle LI. 
Ansatz A: l6cem 50° ige Trichloressigsiure + 9 ccm Aqua dest. + 2 mg 
Cebion Merck mit frischem Harn zu 100 cem aufgefiillt. Ansatz B: 25 ec: 
etwa 50 °,ige Metaphosphorséure + 2 mg Cebion Merck mit frischem Har 
zu 100 ccm aufgefiillt. 





Gefanden mg Cebion durch Methylenblautitration fiir 
5eem der Ansi&tze 


Probeentnahme : 
Ansatz B 


Ansatz A 


Bee coat Sa eras 0,0615 0,0615 
Nach 21 Std... . bie gals 0,022 0,0545 
a Oa ene 0,0064 0,0496 
Pat non ee ee 0,0048 0,0459 
117 ht wTS digas pcoles 0,0016 9,032 


Die von v. Euler, Myrbéck und Larsson beobachtete und von 
Barron de Meio und Klemperer bestiatigte starke beschleunigende 
Wirkung von Cu auf die Sauerstoffaufnahme durch Ascorbinsaéure 
konnte in dieser Versuchsanordnung nicht gefunden werden (12) 
Soweit die Ansatze Trichloressigsaure enthalten, ist dies wohl darauf 
zuriickzufiihren, daB die Zerstérung durch Trichloressigséure selbst 
bereits so schnell ist, daB eine Beschleunigung durch Cu nicht mehr zu 
beobachten ist. Andererseits ist die stabilisierende Wirkung der Meta- 
phosphorsaure so stark, daB die Wirkung des Cu in diesen Konzen- 
trationen nicht mehr hervortritt. Diese Frage erschien besonders wichtig 
weil Spuren von Cu wohl in den meisten biologischen Substraten zu- 
gegen sind und deshalb eine Zerstérung der Ascorbinsaure leicht zu er- 
warten ware. Wenn dies in Gegenwart von Metaphosphorsaure nicht 
der Fall ist, so ergibt sich damit die Méglichkeit, mit Hilfe einer spezifi- 
schen Reaktion den wirklichen Gehalt an Vitamin C in Organen ge 
nauer zu bestimmen. 
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Uber den Aktivititszustand des Kallikreins der Bauch- 
speicheldriise und ihres iuberen Sekretes beim Hund. 
Von 
E. Werle. 

(Aus der Chirurgischen Klinik der Medizinischen Akademie Diisseldort.) 
(Eingegangen am 5. Februar 1937.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei Versuchen, welche auf eine Verbesserung der Extraktions- 
verfahren fiir Kallikrein aus Bauchspeicheldriisen abzielten, fiel es auf, 
daB Glycerinextrakte aus diesen Driisen gerade dann auffallend wenig 
Kallikrein enthielten, wenn sie unter besonders schonenden Bedingungen 
gewonnen wurden. Da diese Bedingungen denen nachgebildet waren, 
unter welchen Willstdtter und Rohdewald (1) den Gehalt von Organen 
an Lyo- und Desmoenzymen ermittelten, lag die Vermutung nahe, daB 
es sich bei dem in Glycerinlésung iibergegangenen Anteil des Driisen- 


kallikreins um sekretionsbereites ,,Lyo-Kallikrein“ handelt, welches, 


wie friiher gezeigt werden konnte, im Pankreassaft erscheint (2). 

Migay und Petroff (3) machten nun schon vor laingerer Zeit die be- 
merkenswette Beobachtung, da reiner Pankreassaft in Beriihrung 
mit Darmsaft eine bedeutende Steigerung seiner blutdrucksenkenden 
Wirkung erfaéhrt. Da wir nachweisen konnten, daB die am Hund als 
Versuchstier nachgewiesene blutdrucksenkende Wirkung des Pankreas- 
saftes dem in ihm enthaltenen Kallikrein) zuzuschreiben ist (2), 
wurde versucht, die Beobachtung der russischen Autoren zu bestatigen, 
um dann Anhaltspunkte fiir die Natur der entstehenden Substanz zu 
gewinnen. Dabei wurden unsere friiheren Befunde iiber das Vorkommen 
von Kallikrein im Pankreassekret des Hundes ergiéinzt und die Identi- 
fizierungsversuche vervollstaéndigt. Die wirksame Substanz lieB sich 
durch 5 Minuten langes Kochen zu 100 %, zerst6ren: durch Serum wurde 
sie inaktiviert, und zwar wurde pro ccm Serum in | Stunde bei 37° 
genau soviel aktive Substanz des Sekretes inaktiviert, wie unter gleichen 
Bedingungen gereinigtes Kallikrein aus menschlichem Harn. Serum, 
welches jedoch 1 Stunde auf 57° erhitzt worden war, inaktivierte die 
aktive Substanz des Pankreassaftes ebensowenig wie die von Harn- 
kallikrein. Es wurde dann untersucht, ob die blutdrucksenkende Wirkung 
des Pankreassekretes verstarkt wird, wenn es mit Darmsaft vermischt 
wird. Die Versuche hatten zunachst keinen Erfolg. Das frische Sekret 
einer Pankreasfistel' wurde mit dem frischen Saft einer Thiery-Vellaschen 

' Die operativen Eingriffe wurden von Herrn Prof. Dr. E. AK. Frey 
durchgefiihrt. 
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Darmfistel' versetzt und einige Zeit bei 37° belassen. Es ergab sic 

jedoch, daB danach die blutdrucksenkende Wirkung des Gemische. 
nicht merklich verstarkt war. Auffallend war allerdings in diesen Ve: 

suchen der hohe Kallikreingehalt des Sekretes, welcher 9 KE. pro 
ccm betrug, wahrend er in friiheren Versuchen maximal 3,0 KE. pro 
cem erreichte. Es erschien deshalb méglich, daB das angewandte Sekret 
bereits maximal aktiviert war. Die Pankreasfistel wird namlich in de: 
Weise angelegt, daB die Einmiindungsstelle des Ductus pankreaticus in 
den Diinndarm circulir umschnitten und das abgetrennte Darm 
stiickchen mitsamt dem Pankreasgang in die Bauchwand eingenaht 
wird. Da das Darmstiickchen wenig ernahrt ist, degeneriert in den 
meisten Fallen die Schleimhaut und wird funktionsuntiichtig. Im 
erwahnten Fall jedoch war eine pfennigstiickgroBe Flache gut er- 
naihrter Schleimhaut erhalten geblieben, welche die Ursache der héheren 
Aktivitat des Pankreassaftes sein konnte, derart. daB die kurze Zeit, 
wihrend welcher das Sekret die kleine Schleimhautfliche beriihrt, 
geniigt, um es zu ,,aktivieren’. Es wurde daher die Schleimhaut vor- 
sichtig mit dem Thermokauter verschorft!. In dem nunmehr auf- 
gefangenen Pankreassaft war die Menge des Kallikreins schlagartig 
abgesunken, sie betrug nur noch etwa 0,6 KE. pro lecem. Versetzte 
man nun dieses Sekret mit Darmsaft, so war nach kurzem Aufbewahren 
bei 37° eine machtige Steigerung der blutdrucksenkenden Wirkung 
zu beobachten. Es wurden z. B. 2 com Pankreassaft mit 0,5 cem Darm- 
saft versetzt. Nach 30 Minuten bei 37° war dann in 1 cem des Ansatzes 
eine blutdrucksenkende Wirkung nachweisbar, die derjenigen von 
11 KE. entsprach; sie war also auf das 23fache gestiegen. Beziiglich 
der Eigenschaften der neuauftretenden Substanz wurde folgendes fest- 
gestellt: Im Dialyseversuch blieb die gesamte, am Hunde beobachtbare 
Aktivitét innerhalb der Cellophanmembran.° Es wurden z. B. 12 ccm 
eines aktivierten Saftes 48 Stunden lang gegen 12 ccm destilliertes 
Wasser dialysiert. Danach waren 3,0 com AuBenfliissigkeit wirkungslos, 
0,05 cem der Innenfliissigkeit entsprachen 0,3 KE. Es hat also keine 
Spur der aktiven Substanz die Cellophanmembran durchdrungen. 
Beim Kochen wurde die wirksame Substanz quantitativ zerstért: 
Serum vermochte sie véllig zu inaktivieren. Die Wirksamkeit des Saftes 
nahm am atropinisierten Tier nicht wesentlich ab, wihrend im gleichen 
Versuch die des Acetylcholins auf den 100. Teil zuriickging. Durch 
Bestrahlen mit ultraviolettem Licht wurde der wirksame Stoff zerstért. 
Am isolierten Meerschweinchendiinndarm, der fiir Acetylcholin und fiir 
Histamin auBerst empfindlich ist, durch Kallikrein aber nicht zw 


' Die operativen Eingriffe wurden von Herrn Prof. Dr. BE. K. Frey 
durchgefiihrt. 
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Kontraktion erregt wird (4), waren 0,2cem des aktivierten Saftes 
maktiv, wahrend sie am isolierten Hundediinndarm, welcher schon 
durch kleinste Kallikreinmengen aus Harn oder Pankreas kraftig kon- 
trahiert wird (4), starke Kontraktion bewirkten. Nach Zusatz des 
aktivierten Saftes zu Serum entwickelte sich in diesem die auch den 
Meerschweinchendiinndarm zur Kontraktion erregende darm- und uterus- 
aktive Substanz, iiber die wir kiirzlich berichteten (5). Auch diese Reak- 
tion ist fiir Kallikrein kennzeichnend. Alle diese Versuche beweisen, daB 
es sich bei der durch Zusatz von Darmsaft zu Pankreassaft entstehenden 
Substanz um Kallikrein handelt. Die Substanz ist also eindeutig gegen 
Histamin, Acetylcholin, Adenylséiure u. a. niedermolekulare blutdruck- 
senkende Stoffe abgegrenzt. AuBer dem spontan flieBenden Fistelsaft 
haben wir auch den Saft gepriift, der aus einer in den Pankreasgang ein- 
gebundenen Kaniile nach Pilocarpininjektion gewonnen wurde. Er 
enthielt pro 1 com etwa 3 KE. Nach Zusatz von etwas Darmschleimhaut 
und 10 Minuten langem Aufbewahren bei 37°, war der Kallikreingehalt 
schon auf etwa 12 KE. angestiegen. Nach 48stiindiger Dialvse war 
der gleiche Saft ohne Zusatz von Darmschleimhaut spontan aktiviert, 
er enthielt nunmehr 25 KE. pro eem. Auch jetzt waren die oben an- 
gefiihrten Identifizierungsversuche tiir das Kallikrein positiv. 


Nachdem so erwiesen war, daB weitaus die gréBte Menge des vom 
Pankreas des Hundes sezernierten Kallikreins die Driise in inaktiver 
Form verlaBt, war es unzweifelhaft, daB die Substanz auch in der Driise 
zum groBeren Teil inaktiv vorliegt, und daB die groBen Kallikrein- 
mengen, welche bei wasseriger Extraktion erhalten werden (6), erst 
waihrend des Extraktionsprozesses in aktive Form iibergefiihrt werden. 


Wollte man also aus der Bauchspeicheldriise des Hundes inaktives 
Kallikrein gewinnen, so muBten bei der Extraktion alle autolytischen 


Vorginge moéglichst verhindert werden. Dies gelangz. B. in der folgenden 
Weise: 


Die sorgfaltig exstirpierte Driise eines Hundes wurde unter wasser- 
freiem Glycerin (1 Gewichtsteil Driise + 5 Gewichtsteile Glycerin) fein zer- 
schnitten und der Extrakt nach 18stiindigem Stehen in der Kalte filtriert. 
1 cem des Extraktes enthielt dann 1,5 KE. Wird nun der mit Wasser ver- 
diinnte Extrakt mit Darmfistelsaft oder mit einem Priaparat aus Schweine- 
diinndarmschleimhaut versetzt, so steigt die bhutdrucksenkende Wirkung 
des Glycerinextraktes michtig an. Sie entspricht nun pro leem z. B. 
11 KE. Demnach sind aus der Driise pro 1 g 55 KE. extrahiert worden, von 
denen nur 7,5 in aktiver Form vorlagen. Es ist méglich, da auch diese z. T. 
auf eine nicht vermeidbare Selbstaktivierung im zerschnittenen Pankreas zu- 
riickzufiihren sind, denn bei der Zerkleinerung der Driise ist sicher wiaihrend 
kurzer Augenblicke die Glycerinkonzentration in dem zertriimmerten 
Gewebe noch nicht hoch genug, um die einsetzenden autolytischen Prozesse 
vollig zu unterbinden. Zur Gewinnung des inaktiven Kallikreins kann man 
auch die frisch entnommenen Driisen unter Aceton zerkleinern und das in der 
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iiblichen Weise durch Trocknen mit Aceton-Ather gewonnene Pankreas 
pulver mit Glycerin extrahieren. Der Vergleich, der nach Aktivierung de 
Glycerinextraktes erhaltenen Kallikreinmenge mit der nach wiisserige 
Extraktion gefundenen, ergab, daB etwa 90°, des vorhandenen Stoffes ii 
inaktiver Form durch Glycerin extrahierbar waren. Bei raschem Arbeite: 
bei niedriger Temperatur gelingt es sogar, auch bei wiisseriger Extraktion 
inaktives Kallikrein zu erhalten. Das Pulver wird z. B. mit eiskalte: 
Tyrodelésung | Minute lang geschiittelt und rasch filtriert. Im Filtrat 
welches nach 72stiindigem Stehen spontan maximal aktiviert war, konnten 
16 Minuten nach der Filtration noch 70°, des gesamten Kallikreins in 
inaktiver Form nachgewiesen werden. In der rasch vom Gewebe ab 
getrennten Fliissigkeit geht die Spontanaktivierung des Kallikrems jedoch 
langsamer vor sich als in Beriihrung mit dem Gewebe. 


Abb. 1. Hund 20 kg; Morphium-Athernarkose. Carotisdruckkurve, Ludwigsches Quecksilber- 

manometer. Beim 1. Pfeil intravyeniése Injektion von 0,3 cem Pankreasfistelsaft. Beim 2. Pfeil 

intravenise Injektion yon 0,3 cem des folgenden Ansatzes: 2,0 cem Pankreassaft + 0,5 cem 

Darmftistelsaft, 14 Min. bei 0° aufbewahrt. Beim 3. Pfeil intravenése Injektion von 0,05 ccm 
desselben Ansatzes 14 Min. bei 37° aufbewahrt. 


Die Geschwindigkeit der Aktivierung des ‘mit Wasser verdiinnten 
Glycerinextraktes ist stark von der Temperatur abhangig. Sie geht bei 
0° sehr viel langsamer vor sich als bei 37°. Im pu-Bereich 5 bis 9 war 
keine wesentliche Abhangigkeit der Aktivierungsgeschwindigkeit von 
der H-Ionenkonzentration zu beobachten. Dér Aktivator der Darm- 
schleimhaut ist wie die Enterokinase des Trypsins thermolabil. 

FaBt man die bei der Extraktion des Kallikreins aus dem Pankreas 
beobachteten Tatsachen kurz zusammen, so ergibt sich folgendes: Der 
weitaus gréBte Teil des Kallikreins liegt in der Bauchspeicheldriise in 
inaktiver Form vor. Das inaktive Kallikrein des Driisenextraktes oder 
-Sekretes wird durch ein in der Darmschleimhaut, in der Bauchspeichel- 
driise und in ihrem Sekret enthaltenes Agens in die aktive Form iiber- 
gefiihrt. Uber die Natur dieses Vorganges insbesondere dartber, ob 
er unabhangig von der gleichzeitig stattfindenden Aktivierung des 
Trypsins verlauft oder ob er ein Ausdruck der proteolytischen Wirksam- 


keit des Trypsins ist, wissen wir noch nichts. Auch ist es noch nicht 
entschieden, ob es sich bei der Vorstufe, aus der das Kallikrein ent wickelt 
wird, um dieselbe inaktive Verbindung handelt, die im Blute vorkommt (7). 
Beziiglich des Aktivitatszustandes des Kallikreins in den Bauchspeichel- 





Uber den Aktivitatszustand des Kallikreins usw. 


ariisen anderer Tiere, insbesondere aber auch in den Mundspeichel- 
driisen, sind die Untersuchungen noch nicht abgeschlossen. Immerhin 
konnten auch aus den Bauchspeicheldriisen von Schweinen nicht un- 
betrachtliche Mengen des inaktiven Stoffes extrahiert werden. In den 


Speicheldriisen dagegen scheint nach unseren bisherigen Feststellungen 


kein inaktives Kallikrein vorhanden zu sein?!. 

Beispiel fiir die Extraktion von inaktivem Kallikrein aus Hunde 
pankreas : 

Ein in Morphium-Athernarkose exstirpiertes Hundepankreas (Gewicht 
48 g) wird unter der zehnfachen Menge Aceton mit der Schere rasch zer- 
schnitten und einige Zeit belassen, dann unter standigem Spiilen mit 
Aceton im Fleischwolf gemahlen. Nach 30 Minuten langem Stehen unter 
6fterem Schiitteln wird das Aceton erneuert. Nach weiteren 30 Minuten 
erfolgt die gleiche Behandlung mit Aceton-Ather, dann zweimal 10 Minuten 
lang mit Ather. Es werden 11,5 g Trockenpulver erhalten. 

1. Glycerinextraktion. 2 ¢ Trockenpulver werden mit 20 cem absolutem 
Glycerin 4 Stunden lang extrahiert. Der Extrakt wird klar zentrifugiert. 
1 cem davon enthalt nun 3,5 KE. Aktivierung des inaktiven Kallikreins des 
Glycerinextraktes: Zu 2cem des klaren Glycerinextraktes werden bei 0° 
4cem Tyrodelésung gegeben. Von dieser Verdiinnung werden 2 ccm a) mit 
leem ,,Aktivatorlésung’ (diese wurde erhalten durch Schiitteln von 50 mg 
frisch abgeschabter Diinndarmschleimhaut des Hundes mit 5 cem Tyrode- 
lésung), b) mit 1cem Tyrodelésung versetzt und bei 37° aufbewahrt. Zur 
Kontrolle werden ¢) 2 cem Tyrodelésung und | cem Aktivatorlésung allein 
bei 37° belassen. Nach 30 Minuten enthalt Ansatz a) pro leem 9 KE., 
b) 1.2 KE. und ec) 0,0 KE. Bezogen auf 1 cem Glycerinextrakt sind also 
durch Spontanaktivierung 5,4——- 3,5 = 1,9, durch die Aktivatorlésung 
dagegen 40 — 3,5 = 36,5 KE. aktiviert worden. Das Glycerin extrahierte 
also pro 1g Trockenpulver 365 KE. in inaktiver und 35 KE. in aktiver 
Form; pro 1 g frischer Driise aiso 87,5 baw. 8,3 KE. 

2. Wadsserige Extraktion. 1g Hundepankreastrockenpulver wird mit 
20 cem eisgekiihltem dest. Wasser 1 Minute lang geschiittelt und sofort 
filtriert. Die Vorlage wird nach 1 und nach 16 Minuten gewechselt. Die 
Auswertung der Fraktionen unmittelbar nach Filtration ergibt kaum 
wesentliche Unterschiede der Wirksamkeit. Je 1 ccm entspricht 3 KE. Zu 
leem Filtrat 2 werden dann je 0,2 cem Aktivatorlésung (5 cem Tyrode 
+ 200 mg Schleimhaut) gegeben. Nach 12 Minuten langem Aufbewahren 
bei 37° entspricht 0,1 cem des Ansatzes 1,2 KE. 0,1 cem eines Kontroll- 
ansatzes (1 cem Extrakt + 0,2 cem Tyrodelésung) 0,4 KE. Es werden 
also pro leem Extrakt aktiviert: 14,4 — 3 11.4KE. Ohne Schleim- 
haut wurde unter denselben Bedingungen: 4,8 3,0 1S KE. aktiviert. 


1 Nach der Niederschrift dieser Arbeit erschien eme Abhandlung von 
Kordnyi, Szenes und Hatz (8) iiber das Vorkommen des Kallikreins im 
menschlichen Speichel und in der tierischen Parotis, die zum Teil eine 
Bestaitigung der von Werle und v. Roden frither veréffentlichten Befunde 
darstellt. Es kann hier auf die Arbeit der ungarischen Autoren noch nicht 
niher eingegangen werden, es sei lediglich darauf hingewiesen, daB die dort 
vertretene Ansicht, das Pankreas enthalte nur aktives Kallikrein im Gegen- 
satz zur Parotis, welche aktives und inaktives Kallikrein enthalten soll, 
wie im vorstehenden gezeigt wurde, nicht zu Recht besteht. 
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Insgesamt konnten also durch rasche wasserige Extraktion pro | 
Trockenpulver: 14,4 x 20 288 KE. extrahiert werden, davon 228 
inaktiver und 60 in aktiver Form. 

Auf die Wiedergabe der Identifizierungsversuche glauben wir ve 
zichten zu kénnen, da ihre Durehfiihrung in dieser Zeitschrift wiederhoi 
beschrieben wurde. 
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(Eingegangen am 15. Marz 1937.) 


Wahrend man bei der alkoholischen Garung mit lebender Hefe iiber 
die héchstmoéglichen Ausbeuten an den hauptsachlichsten Endprodukten, 
Alkohol und Kohlensaure, gut unterrichtet ist, bestehen in dieser Hinsicht 
noch keine gesicherten Angaben, welche maximalen Ernten an eiweib- 
reicher Hefezellsubstanz pro Zuckereinheit erhalten werden kénnen, 
wenn man denkbar ginstige Bedingungen (Wuchshefen, intensive 
Sauerstoffzufuhr usw.) fiir die Hefevermehrung, also Bildung neuer Zell- 
substanz, wahlt, wie das bei dem Vorgang der sogenannten biologischen 
RiweiBsynthese der Fall ist. Die von uns bisher in Modellversuchen mit 
reiner Zuckerlésung mit rein anorganischen Nahrsalzzusatzen erzielten 
Ausbeuten an Hefetrockensubstanz von etwa 47 g (mit etwa 57%, Roh- 
protein) auf 100g Traubenzucker konnten nunmehr auf einen erheblich 
héher liegenden, jederzeit reproduzierbaren Wert gesteigert werden, 
der jeweils in gesetzmaBiger Beziehung steht zu der Zusammensetzung der 
Hefe und zum Anfall an Kohlensaure. Die ausfiihrlichen Stoffbilanzen 
der diesbeziiglichen Serienversuche werden demnachst in dieser Zeit- 
schrift ver6ffentlicht werden. 

Entgegen der bisherigen Annahme, dab bei der Bildung von Hefe- 
zellsubstanz, ahnlich wie bei der alkoholischen Hefegarung, vergarbare 
Hexosen oder doch wenigstens vergarbare Intermediarprodukte (z. B. 
Brenztraubensaure) als hauptsachliche Energiequellen bzw. Kohlenstoff- 


quellen vorhanden sein miissen, konnte eindeutig durch Stoffbilanzen 


bewiesen werden, daB auch andere einfache Kohlenstoffverbindungen, 
wie Milchsdure, Essigsaiure, Alkohol usw., an Stelle der Hexose treten 
kénnen. Einige derartige Stoffe, wie z. B. Milchsaure, kénnen nur bei 
gleichzeitiger Anwesenheit hinreichender Mengen von _ vergarbaret 
Hexose vollstandig an Stelle des Zuckers ausgenutzt werden. Andere 
Stoffe, wie Essigsiure und Alkohol, ersetzen auch bei Abwesenheit von 
Zucker diesen vollstindig und werden restlos zum Aufbau neuer Zell- 


' Diese Zeitschr. 278, 23, 1935; 283, 71, 1935; 286, 83, 1936; Zeitschr. 


f. Spiritusindustrie 1986, Nr. 45, 8. 373; Angew. Chem. 49, 775, 1936. 
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substanz ausgenutzt. Dabei sind die zu erzielenden, reproduzierbare;, 
Héchstausbeuten an eiweibreicher Hefezellsubstanz pro Einheit de 
betreffenden Kohlenstoffverbindung sehr hoch und liegen je nach dem 
Energiegehalt teils weit tiber, teils unter den Ausbeuten pro Zucker. 
einheit. Da die erhaltene Hefe nach unseren bisherigen Ergebnissen 
normale Zusammensetzung hat, ist gezeigt, daB sie auch ohne Zucker 
nur aus Essigsdure bzw. Alkohol usw. und anorganischen Nahrsalzen 
die verschiedenen Stoffklassen, wie Kohlenhydrat, Eiweib, Lipoide, 
Knzyme, Vitamine, Cytochrome, Porphyrine usw., aufbauen kann. Die 
Massenziichtung von Hefe mit diesen einfachen Kohlenstoffquellen 
und Ammoniumsalzen als Stickstoffquelle l&Bt sich ebenso einfach 


wie mit Traubenzucker nach dem Lufthefeverfahren im Dauerbetrieb 
mit guter Ausbeute durchfiihren. Es ist damit auch ein technisch 
gangbarer von der Scholle unabhangiger Weg vorgezeichnet, 
der es letzten Endes gestattet, nur aus Kohle und Luftstickstoff zu 
Hefezellsubstanz bzw. ZelleiweifS zu gelangen. 





